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Riassunto	  
Parole	  chiave:	  cavallo,	  farmacocinetica,	  sulpiride,	  orale,	  intramuscolare,	  endovenosa.	  	  La	  sulpiride	  è	  un	  farmaco	  neurolettico,	  antagonista	  selettivo	  dei	  recettori	  D2	  della	  dopamina,	  facente	  parte	  della	  famiglia	  delle	  benzamidi	  sostituite.	  In	  medicina	  umana,	  è	  usato	  principalmente	  come	  antidepressivo,	  antiulcera,	  antiemetico	  e	  nelle	  sindromi	  psicotiche.	  In	  medicina	  veterinaria	  trova	  il	  suo	  impiego	  negli	  equidi	  (uso	  improprio),	  precisamente	  nel	  cavallo,	  nell’anticipazione	  della	  prima	  ovulazione	  dell’anno,	  nell’anestro	  da	  lattazione	  e	  per	  le	  madri	  adottive	  nei	  casi	  di	  puledri	  orfani.	  Questo	  studio	  ha	  avuto	  lo	  scopo	  di	  valutare	  la	  farmacocinetica	  della	  sulpiride	  dopo	  somministrazione	  di	  1mg/kg	  per	  via	  orale,	  intramuscolare	  ed	  endovenosa	  in	  6	  cavalle	  in	  accordo	  ad	  un	  modello	  di	  studio	  cross	  over.	  La	  determinazione	  analitica	  è	  stata	  eseguita	  mediante	  HPLC-­‐FL.	  Dallo	  studio	  è	  stato	  rilevato	  un	  valore	  di	  biodisponibilità	  media	  IM	  equivalente	  al	  100%,	  mentre	  per	  la	  somministrazione	  PO	  è	  stato	  del	  25-­‐35%.	  Dai	  risultati	  ottenuti	  è	  emerso	  che	  la	  via	  orale,	  per	  la	  sua	  bassa	  biodisponibilità	  è	  sconsigliata,	  al	  contrario,	  le	  vie	  IM	  e	  IV	  sono	  considerate	  equiparabili	  nonostante	  la	  trascurabile	  differenza	  iniziale	  tra	  le	  due	  vie	  di	  somministrazione.	  	  
Abstract	  
Key	  words:	  horse,	  pharmacokinetics,	  sulpiride,	  oral,	  intramuscular,	  intravenous.	  	  Sulpiride	  is	  a	  neuroleptic	  drug.	  It	  is	  a	  substitute	  benzamide,	  selective	  antagonist	  of	  dopamine	  D2	  receptors.	  In	  human	  medicine,	  it’s	  used	  as	  antidepressive,	  antiulcer	  and	  antiemetic	  as	  well	  as	  in	  psychotic	  syndrome.	  In	  veterinary	  medicine	  it’s	  used	  in	  the	  horse	  (off	  label),	  for	  the	  anticipation	  of	  the	  first	  ovulation	  of	  the	  year,	  in	  the	  lactation	  anestrous	  and	  for	  adoptive	  mares	  in	  orphan	  foals.	  The	  aim	  of	  the	  present	  study	  was	  to	  evaluate	  the	  pharmacokinetics	  of	  the	  sulpiride	  after	  the	  administration	  at	  1	  mg/kg	  following	  oral,	  intramuscular	  and	  endovenous	  routes	  in	  6	  mares	  by	  a	  cross	  over	  study	  design.	  The	  analytic	  determination	  was	  carried	  out	  by	  HPLC-­‐FL.	  The	  IM	  bioavailability	  was	  of	  about	  100%,	  while	  after	  PO	  administration	  ranged	  within	  25-­‐35%.	  The	  findings	  of	  the	  present	  research	  emerged	  that	  the	  oral	  administration,	  is	  not	  suggested	  in	  the	  horse	  due	  to	  the	  low	  bioavailability.	  On	  the	  contrary,	  IM	  PK	  profiles	  of	  the	  drug	  were	  similar	  to	  those	  reported	  after	  IV	  dosing.	  The	  differences	  reported	  in	  the	  absorption	  phase	  (beginning	  of	  the	  PK	  profile)	  are	  negligible	  for	  the	  clinical	  point	  of	  view.	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Introduzione	  
	  La	  sulpiride	  è	  una	  sostanza	  facente	  parte	  della	  famiglia	  dei	  benzamidi	  sostituite, esplica	  un’azione	  antagonizzante	  verso	  i	  recettori	  dopaminergici,	  maggiormente	  sui	  D2,	  determinando:	  emesi,	  inibizione	  del	  rilascio	  di	  prolattina,	  stimolazione	  della	  peristalsi	  intestinale,	  aumento	  della	  pressione	  sanguigna	  e	  della	  frequenza	  cardiaca	  (Corsini	  et	  al.,	  1979;	  Stadaas	  and	  Aune,	  1975;	  Pendleton	  and	  Setler,	  1977;	  Goldberg	  et	  al.,	  1978;	  Meltzer	  et	  al.,	  1979).	  Nella	  seconda	  metà	  degli	  anni	  ’90,	  in	  medicina	  umana,	  ha	  trovato	  un	  largo	  impiego	  come	  antipsicotico	  e	  antidepressivo	  ed	  in	  seguito	  sono	  stati	  condotti	  molti	  studi	  sia	  sulla	  farmacodinamica	  che	  sulla	  farmacocinetica	  (Mancini	  et	  al.,	  1976;	  Poulsen,	  1977;	  Rubin,	  1987),	  dai	  quali	  è	  emerso	  che	  un	  comune	  effetto	  collaterale	  sia	  in	  uomini	  che	  donne	  è	  la	  galattorrea	  (Netter	  et	  al.,	  1972).	  	  Al	  giorno	  d’oggi,	  per	  i	  suoi	  effetti	  collaterali	  non	  è	  quasi	  più	  impiegata	  e	  sostituita	  da	  molecole	  nuove.	  A	  partire	  dagli	  anni	  ’40,	  in	  medicina	  veterinaria,	  sono	  stati	  condotti	  diversi	  studi,	  nella	  specie	  equina,	  sulla	  farmacodinamica	  della	  sulpiride	  nei	  casi	  di:	  	  
• Intossicazione	  da	  Festuca	  arundinacea;	  questa	  pianta	  spesso	  è	  infestata	  dal	  fungo	  Acremonium	  coenophialum	  produttore	  di	  una	  sostanza	  alcaloide	  chiamata	  Ergovalina	  che,	  nelle	  cavalle	  intossicate,	  determina	  agalassia,	  distocie,	  ritenzioni	  placentari,	  morte	  fetale	  e	  gestazione	  prolungata	  (Monroe	  et	  al.,	  1988;	  Robbins	  et	  al.,	  1977;	  Liphanm	  et	  al.,	  1989;	  Redmond	  et	  al.,	  1994).	  
• Agalassia	  in	  seguito	  al	  parto/	  puledro	  orfano;	  il	  redo	  non	  riceve	  le	  immunoglobuline	  e	  i	  nutrienti	  a	  lui	  necessari,	  ciò	  può	  portare	  a	  serie	  complicazioni	  per	  la	  sua	  sopravvivenza,	  per	  ovviare	  a	  ciò	  si	  ricorse	  all’ausilio	  di	  un	  protocollo	  per	  indurre	  la	  lattazione	  (Chavatte-­‐Palmer	  et	  al.,	  2002;	  Daels	  et	  al.,	  2002;	  Steiner,	  2006;	  Daels,	  2006;	  Kelley	  et	  al.,	  2006).	  	  
• Anestro	  da	  lattazione;	  la	  cavalla	  i	  primi	  giorni	  dopo	  il	  parto	  talvolta	  non	  riesce	  ad	  avere	  uno	  sviluppo	  follicolare	  adeguato	  e	  di	  conseguenza	  l’ovulazione,	  questo	  non	  impedisce	  alla	  fattrice	  di	  poter	  allattare	  il	  puledro,	  ma	  rappresenta	  un	  problema	  dal	  punto	  di	  vista	  commerciale	  in	  quanto	  non	  è	  possibile	  sfruttare	  il	  primo	  calore	  post	  partum	  per	  anticipare	  al	  prima	  possibile	  il	  parto	  dell’anno	  successivo.	  Sono	  stati	  eseguiti	  degli	  studi	  per	  valutare	  l’effetto	  che	  poteva	  determinare	  l’allontanamento	  del	  puledro	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dalla	  madre	  (Ginther	  et	  al.	  nel	  1972;	  Turner	  et	  al.	  nel	  1979;	  Ginther	  nel	  1979;	  Sargent	  et	  al.	  nel	  1988);	  altri	  studi	  invece,	  si	  sono	  basati	  su	  una	  terapia	  con	  sulpiride	  accompagnata	  a	  fotoperiodo	  (Besognet	  et	  al.,	  1997).	  
• Anticipazione	  della	  prima	  ovulazione	  dell’anno;	  accompagnando	  la	  terapia	  a	  base	  di	  sulpiride	  con	  il	  fotoperiodo,	  da	  diversi	  studi	  (Besognet	  et	  al.,	  1996;	  Besognet	  et	  al.,	  1997;	  Mari	  et	  al.,	  2009;	  Panzani	  et	  al.	  nel	  2011)	  è	  emerso	  che	  è	  possibile	  favorire	  un	  significativo	  anticipo	  della	  prima	  ovulazione	  dell’anno.	  Fino	  ad	  oggi	  non	  sono	  mai	  stati	  condotti	  degli	  studi	  sulla	  farmacocinetica	  della	  sulpiride	  nella	  cavalla.	  Il	  nostro	  rappresenta	  il	  primo	  studio	  condotto	  su	  questa	  specie,	  nel	  quale	  abbiamo	  valutato,	  mediante	  metodica	  HPLC-­‐FL,	  i	  diversi	  parametri	  farmacocinetici	  per	  poter	  capire	  quale	  possa	  essere	  la	  miglior	  via	  di	  somministrazione	  fra	  la:	  IM,	  IV,	  PO	  alla	  dose	  di	  1	  mg/kg.	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Capitolo	  1:	  Cenni	  anatomo-­‐	  fisiologici	  del	  ciclo	  della	  cavalla	  
	  
	  
1.1 Anatomia	  dell’ovaio	  equino	  
	  E’	  un	  organo	  pari	  ,	  a	  forma	  di	  fagiolo,	  le	  dimensioni	  variano	  molto	  in	  base	  alla	  stagionalità.	  Situate	  in	  cavità	  addominale,	  precisamente	  in	  regione	  sottolombare,	  sospese	  ad	  un	  mesovario	  lungo	  circa	  15	  cm,	  ed	  è	  possibile	  palparle	  per	  via	  rettale.	  Gran	  parte	  dell’ovario	  è	  ricoperto	  dal	  peritoneo,	  ad	  esclusione	  della	  fossetta	  di	  ovulazione,	  che	  è	  collocata	  lungo	  il	  bordo	  libero,	  e	  quest’area	  è	  ricoperta	  da	  epitelio	  ovarico.	  	  L’organo	  è	  sprovvisto	  di	  un	  ben	  definito	  ilo,	  in	  quanto	  i	  vasi	  e	  i	  nervi	  lo	  raggiungono	  su	  un	  ampio	  tratto	  del	  margine	  legato.	  Nella	  femmina	  prepubere,	  la	  parte	  rivestita	  da	  peritoneo	  si	  espande	  progressivamente	  e	  la	  corticale	  viene	  a	  trovarsi	  in	  corrispondenza	  della	  fossa	  di	  ovulazione,	  tutto	  il	  resto	  della	  gonade	  è	  occupata	  da	  midollare.	  	  I	  follicoli,	  in	  essa	  contenuti	  a	  vario	  stadio	  di	  sviluppo,	  appena	  sono	  maturi	  si	  dirigono	  verso	  la	  fossetta	  di	  ovulazione,	  comunicante	  tramite	  un’apertura	  con	  la	  parte	  iniziale	  della	  tuba	  uterina.	  Il	  legamento	  proprio	  dell’ovaio	  è	  robusto,	  e	  lo	  collega	  al	  corno	  uterino	  corrispondente.	  	  
1.2	  	  Fisiologia	  ovarica	  della	  cavalla	  
	   Nel	  1980	  Eric	  Palmer,	  è	  stato	  il	  primo	  a	  visualizzare	  i	  follicoli	  ovarici	  nella	  cavalla,	  mediante	  ecografia.	  Questa	  metodologia	  è	  stata	  subito	  ben	  vista,	  in	  quanto	  non	  è	  una	  tecnica	  invasiva,	  è	  ripetibile	  e	  da	  informazioni	  in	  tempo	  reale.	  Col	  passare	  del	  tempo,	  è	  stata	  usata	  come	  guida	  per:	  iniezioni	  intrafollicolari,	  biopsie	  ovariche,	  campionatura	  di	  liquido	  follicolare	  (Beg	  e	  Ginther,	  2006).	  Grazie	  all’ecografia,	  è	  stato	  possibile	  studiare	  il	  fenomeno	  della	  follicologenesi.	  Attualmente	  le	  ecografie	  sono	  eseguite	  in	  modalità	  B-­‐mode	  mediante	  sonda	  lineare	  a	  5	  mHz	  e,	  se	  possibile,	  con	  color-­‐doppler.	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Le	  ovaie,	  contengono	  una	  grande	  quantità	  di	  follicoli	  primordiali	  (circa	  35000	  nelle	  cavalle	  giovani)	  e	  molte	  popolazioni	  limitate	  di	  follicoli	  preantrali	  e	  antrali	  (Driancourt	  et	  al.,	  1982).	  La	  follicologenesi,	  può	  essere	  suddivisa	  in	  tre	  periodi	  della	  vita	  riproduttiva:	  
o Fetale	  
o Prepubere	  
o Adulto	  	  
1.2.1 Fisiologia	  ovarica	  durante	  il	  periodo	  fetale	  
	  Lo	  sviluppo	  della	  differenziazione	  sessuale	  nell’embrione	  di	  cavallo,	  appare	  ai	  39-­‐45	  giorni	  di	  gestazione	  (Ginther,	  1992b).	  A	  70-­‐80	  giorni	  di	  gestazione,	  un	  grande	  numero	  di	  oogoni	  e	  oociti	  iniziano	  ad	  essere	  presenti	  nelle	  ovaie	  del	  feto	  (Deansley,	  1975;	  Deansley,	  1977)	  e	  fra	  i	  100-­‐120	  giorni	  c’è	  una	  degenerazione	  di	  massa	  di	  questi,	  che	  rallenta	  notevolmente	  a	  150	  giorni,	  in	  concomitanza	  con	  l’apparizione	  del	  primo	  follicolo	  primordiale.	  I	  follicoli	  contenenti	  oociti	  sono	  presto	  arrestati	  in	  fase	  mitotica	  dal	  180	  al	  200	  giorno	  di	  gestazione,	  successivamente,	  il	  follicolo	  primordiale	  può	  occasionalmente	  crescere	  e	  aumentare	  il	  diametro	  antrale	  di	  circa	  200	  μm.	  Tuttavia	  le	  dimensioni	  del	  follicolo	  antrale	  sono	  più	  grandi	  di	  1	  mm,	  ma	  raramente	  visibili	  nella	  vita	  prenatale	  o	  a	  15-­‐21	  giorni	  nel	  neonato,	  quando	  raggiungono	  circa	  i	  3-­‐4	  mm.	  	  
1.2.2	  	  	  Fisiologia	  ovarica	  durante	  il	  periodo	  prepubere	  	  Sono	  stati	  condotti	  degli	  studi	  in	  ovaie	  di	  puledre	  (dai	  4	  ai	  21	  mesi),	  prelevate	  al	  macello,	  nella	  media	  il	  diametro	  del	  follicolo	  era	  di	  circa	  10mm	  nel	  periodo	  che	  va	  dall’estate	  fino	  al	  primo	  inverno,	  quando	  le	  puledre	  non	  avevano	  raggiunto	  ancora	  l’anno	  d’età	  (Wesson	  e	  Ginther,	  1981).	  Dalla	  seconda	  estate	  e	  autunno,	  quando	  le	  puledre	  hanno	  raggiunto	  l’anno	  di	  età,	  quasi	  tutte	  hanno	  sviluppato	  un	  follicolo	  ovulatorio	  e	  hanno	  ovulato.	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Il	  primo	  studio	  ecografico	  su	  cavalle	  prepuberi	  è	  stato	  eseguito	  su	  10	  puledre	  pony	  a	  partire	  da	  un’età	  media	  di	  35	  giorni	  fino	  a	  12	  mesi	  (Noguiera	  e	  Ginther,	  2000).	  Nelle	  immagini	  ecografiche,	  fu	  possibile	  localizzare	  e	  monitorare	  i	  follicoli	  antrali,	  le	  cui	  dimensioni	  variarono	  da	  6	  a	  9	  mm	  di	  diametro	  in	  6	  di	  10	  puledre	  a	  circa	  35	  giorni	  dalla	  nascita.	  Nelle	  6	  settimane	  successive,	  i	  follicoli	  più	  grandi	  di	  6	  mm,	  furono	  osservati	  nelle	  4	  puledre	  rimanenti.	  Follicoli	  più	  grandi	  di	  10	  mm	  non	  si	  osservarono	  prima	  di	  2	  mesi	  d’età,	  ma	  iniziarono	  a	  comparire	  in	  alcune	  puledre	  a	  3-­‐4	  mesi.	  A	  circa	  10	  mesi	  d’età,	  una	  media	  di	  sette	  follicoli	  raggiunse	  un	  diametro	  di	  10-­‐14	  mm	  e	  una	  media	  di	  tre	  follicoli	  più	  grandi	  di	  14	  mm	  furono	  rilevati.	  Fu	  identificata	  nelle	  puledre	  un’ondata	  di	  crescita	  follicolare	  al	  mese;	  tuttavia	  nelle	  ondate	  successive	  non	  ci	  fu	  una	  ripartizione	  in	  follicoli	  dominanti	  e	  follicoli	  subordinati.	  Perciò	  lo	  sviluppo	  dell’ondata	  follicolare	  durante	  il	  periodo	  prepubere	  sembrò	  essere	  simile	  a	  ondate	  follicolari	  non	  ovulatorie	  che	  si	  verificano	  durante	  il	  ciclo	  estrale,	  gravidanza,	  transizione	  autunnale	  e	  primaverile	  nella	  cavalla	  adulta	  (Ginther,	  1993).	  A	  circa	  12-­‐15	  mesi	  dalla	  nascita,	  le	  ondate	  follicolari,	  sembrano	  paragonabili	  a	  quella	  che	  precede	  la	  prima	  ovulazione	  della	  stagione	  nelle	  cavalle	  adulte	  (Noiguera	  e	  Gither,	  2000).	  	  Nelle	  puledre	  si	  osserva	  un	  periodo	  di	  circa	  21	  giorni	  prima	  della	  prima	  ovulazione,	  in	  cui	  sono	  presenti	  follicoli	  di	  più	  di	  25	  mm	  di	  diametro;	  analogamente	  al	  periodo	  di	  transizione	  primaverile	  nella	  cavalla	  adulta.	  Al	  momento	  dell’ovulazione,	  il	  follicolo	  preovulatorio	  raggiunge	  un	  diametro	  variabile	  dai	  30	  ai	  47	  mm	  (con	  una	  media	  di	  37	  mm).	  Si	  indica	  l’inizio	  della	  pubertà	  con	  la	  prima	  ovulazione	  della	  vita	  della	  puledra,	  e	  ciò	  si	  verifica	  in	  media	  a	  346	  giorni	  (11	  mesi	  e	  mezzo)	  dalla	  nascita.	  L’esame	  ecografico	  degli	  organi	  riproduttivi	  in	  giovani	  puledre,	  può	  essere	  richiesto	  per	  valutare	  un	  tratto	  riproduttivo	  sano,	  o	  per	  dimostrare	  che	  la	  pubertà	  è	  stata	  raggiunta	  prima	  della	  vendita	  e	  per	  futuri	  scopi	  riproduttivi.	  Dopo	  circa	  10	  mesi	  d’età,	  la	  sonda	  può	  essere	  accompagnata	  e	  guidata	  dalla	  mano	  nel	  retto,	  mentre	  invece	  prima	  di	  10	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mesi,	  può	  essere	  utilizzata	  montandola	  su	  un	  sostegno	  semirigido	  per	  la	  manipolazione	  esterna	  (Noguera	  e	  Ginther,	  2000).	  	  
1.2.3	  	  	  Fisiologia	  ovarica	  durante	  l’età	  adulta	  	   L’inizio	  della	  pubertà	  si	  ha	  con	  la	  prima	  ovulazione	  a	  circa	  12-­‐15	  mesi	  dopo	  la	  nascita,	  ed	  è	  una	  tappa	  fondamentale	  che	  conduce	  alla	  maturità	  sessuale,	  caratterizzata	  da	  successivi	  e	  continui	  cicli	  estrali,	  che	  possono	  essere	  interrotti	  da:	  	  	  
o Stagioni	  
o Gravidanza	  
o Vecchiaia	  
o Patologie	  del	  tratto	  riproduttivo	  	  Il	  ciclo	  estrale,	  o	  più	  precisamente	  intervallo	  interovulatorio,	  inizia	  all’ovulazione	  associata	  con	  un	  estro	  e	  finisce	  all’ovulazione	  associata	  con	  l’estro	  successivo.	  La	  durata	  media	  di	  un	  intervallo	  interovulatorio	  è	  tipicamente	  di	  22	  o	  24	  giorni.	  Il	  ciclo	  estrale	  è	  caratterizzato	  comportamentalmente	  dal	  diestro	  (da	  12	  a	  16	  giorni)	  e	  estro	  (da	  5	  a	  9	  giorni),	  o	  fisiologicamente	  da	  una	  fase	  luteale	  e	  follicolare	  (Ginther,	  1992b).	  Con	  l’esame	  ecografico	  è	  stato	  possibile	  confermare	  che	  in	  una	  maggioranza	  dei	  cicli	  estrali,	  si	  sviluppa	  un’unica	  ondata	  follicolare	  (Palmer,	  1987;	  Ginther,	  1990).	  Quest’ultima,	  si	  riferisce	  ad	  un	  gruppo	  o	  coorte	  di	  follicoli,	  che	  sono	  identificati	  almeno	  1-­‐2	  giorni	  prima	  di	  ogni	  altro	  e	  aumentano	  di	  diametro	  finché	  interviene	  la	  selezione	  o	  la	  regressione	  (Gastal	  et	  al.,	  2000).	  Monitorando	  quotidianamente	  l’evoluzione	  dei	  singoli	  follicoli	  (Pierson	  e	  Ginther,	  1987;	  Sirois	  et	  al.,	  1989;	  Ginther,	  1990)	  tramite	  l’esame	  ecografico,	  è	  stato	  visto	  che	  il	  follicolo	  ovulatorio	  origina	  da	  un’ondata	  follicolare	  maggiore	  che	  inizia	  nel	  tardo	  diestro	  o	  dal	  13°	  al	  14°	  giorno	  prima	  dell’ovulazione.	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Nell’ondata	  follicolare	  maggiore,	  il	  follicolo	  più	  grande	  raggiunge	  il	  diametro	  maggiore	  o	  uguale	  a	  28	  mm	  (follicolo	  dominante)	  mentre	  nelle	  ondate	  minori	  il	  massimo	  diametro	  raggiunto	  dal	  follicolo	  più	  grande	  è	  inferiore	  ai	  28	  mm	  (Ginther,	  1993;	  Ginther	  e	  Bergfelt,	  1992;	  Ginther	  et	  al.,	  2004a).	  Le	  ondate	  follicolari	  maggiori	  includono	  delle	  ondate	  primarie	  e	  secondarie.	  Un’ondata	  primaria	  inizia	  in	  tardo	  diestro	  e	  permette	  la	  crescita	  del	  follicolo	  dominante	  che	  diventa	  un	  follicolo	  preovulatorio,	  e	  una	  secondaria	  ondata	  inizia	  prima	  dell’ovulazione	  del	  precedente	  intervallo	  interovulatorio	  e	  porta	  un	  follicolo	  dominante	  o	  ad	  essere	  anovulatorio	  e	  quindi	  regredire,	  o	  a	  formare	  un	  follicolo	  emorragico	  anovulatorio	  oppure	  ad	  ovulare	  (Ginther,	  1993).	  	  	  
1.2.4	  	  	  Emergenza	  del	  follicolo	  e	  fase	  di	  crescita	  comune	  	  L’inizio	  di	  follicoli	  di	  un’ondata	  è	  primo	  momento	  in	  cui	  i	  follicoli	  sono	  misurabili	  individualmente	  tramite	  ecografia.	  In	  studi	  sul	  monitoraggio	  follicolare,	  il	  momento	  dell’inizio	  di	  un’ondata	  si	  è	  basato	  sull’esame	  retrospettivo	  del	  follicolo	  più	  grande	  al	  momento	  in	  cui	  raggiungeva	  i	  15	  mm	  di	  diametro	  (Sirois	  et	  al.,	  1989;	  Bergfelt	  e	  Ginther,	  1992;	  Bergfelt	  e	  Ginther,	  1993).	  Il	  monitoraggio	  dei	  follicoli	  individuali	  può	  non	  essere	  necessario	  da	  una	  prospettiva	  pratica	  finché	  non	  diventano	  più	  grandi	  di	  15	  mm.	  Per	  testare	  ciò,	  è	  richiesto	  il	  rilievo	  di	  follicoli	  del	  diametro	  di	  almeno	  6	  mm.	  I	  follicoli	  che	  si	  rendono	  visibili	  entro	  due	  giorni	  uno	  dall’altro,	  sono	  inclusi	  nella	  coorte	  di	  follicoli	  dell’ondata,	  nella	  quale	  il	  numero	  medio	  è	  tra	  7	  a	  11	  al	  momento	  del	  primo	  rilievo.	  In	  alcuni	  casi,	  i	  follicoli	  emergono	  con	  più	  di	  due	  giorni	  uno	  dall’altro	  e	  raggiungono	  un	  diametro	  massimo	  di	  circa	  12	  mm	  al	  momento	  in	  cui	  il	  primo	  emerso	  diventa	  dominante.	  Questo	  tipo	  di	  crescita	  follicolare	  e	  regressione,	  sottolinea	  che	  le	  ondate	  maggiori	  e	  minori	  appaiono	  in	  modo	  intermittente	  attraverso	  il	  ciclo	  estrale	  (Gastal	  et	  al.,	  2004).	  Di	  media	  il	  più	  grande	  follicolo	  di	  un’ondata,	  viene	  rilevato	  un	  giorno	  prima	  del	  secondo	  follicolo	  più	  grande,	  con	  differenza	  di	  dimensioni	  di	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circa	  3	  mm.	  Corrispondentemente,	  i	  tassi	  di	  crescita	  della	  coorte	  dei	  follicoli	  di	  un’ondata	  sono	  approssimativamente	  3	  mm	  al	  giorno,	  dall’emergenza	  fino	  a	  che	  i	  due	  follicoli	  più	  grandi	  iniziano	  a	  differenziarsi	  di	  diametro	  seguendo	  il	  fenomeno	  della	  deviazione	  follicolare.	  Perciò	  il	  tempo	  tra	  l’emergenza	  dell’ondata	  e	  l’inizio	  della	  deviazione	  (6-­‐7	  giorni)	  in	  associazione	  con	  le	  onde	  più	  grandi	  è	  correlata	  alla	  comune	  fase	  di	  crescita	  (Ginther	  et	  al.,	  2001).	  Sebbene	  la	  coorte	  di	  follicoli	  dell’ondata	  possa	  crescere	  in	  modo	  simile	  durante	  la	  fase	  di	  crescita	  comune,	  la	  frequenza	  media	  con	  la	  quale	  il	  follicolo	  maggiore	  diventa	  il	  futuro	  follicolo	  dominante,	  alla	  fine	  della	  crescita	  comune,	  è	  approssimativamente	  61%,	  comparata	  con	  il	  25%	  circa	  per	  il	  secondo	  follicolo	  più	  grande	  (Gastal	  et	  al.,	  2004).	  I	  follicoli	  rimanenti	  hanno	  ancora	  meno	  possibilità	  di	  diventare	  dominanti	  in	  questa	  ondata.	  Come	  riportato	  per	  le	  singole	  cavalle	  (Gastal	  et	  al.,	  2004),	  il	  secondo	  follicolo	  più	  grande	  sostituisce	  il	  primo	  il	  3%	  delle	  volte.	  	  Cionondimeno,	  è	  stato	  proposto	  che	  la	  gerarchia	  della	  crescita	  dei	  follicoli	  al	  tempo	  dell’emergenza	  dell’onda	  maggiore	  è	  una	  componente	  del	  processo	  di	  selezione	  che	  permette	  al	  follicolo	  più	  grande	  di	  stabilire	  il	  suo	  destino	  come	  futuro	  dominante	  durante	  la	  crescita	  comune,	  prima	  che	  il	  secondo	  più	  grande	  raggiunga	  un	  diametro	  simile,	  culminando	  in	  una	  deviazione	  follicolare	  alla	  fine	  della	  crescita	  comune	  (Ginther	  et	  al.,	  2001).	  	  
1.2.5 Deviazione	  del	  follicolo	  e	  fase	  di	  dominanza:	  	  La	  deviazione	  del	  follicolo	  riguarda	  la	  differenziazione	  tra	  follicoli	  in	  base	  al	  diametro	  raggiunto	  alla	  fine	  della	  fase	  di	  crescita	  comune.	  Occasionalmente	  due	  follicoli	  continuano	  a	  crescere	  e	  altri	  follicoli	  dell’ondata	  cessano	  di	  crescere	  ed	  eventualmente	  regrediscono	  (Ginther	  et	  al.,	  2003).	  La	  deviazione	  del	  follicolo	  è	  una	  componente	  chiave	  del	  processo	  di	  selezione	  dei	  follicoli	  e	  si	  pensa	  essere	  un	  meccanismo	  per	  prevenire	  che	  più	  follicoli	  possano	  diventare	  codominanti	  nelle	  specie	  ad	  ovulazione	  singola	  (Ginther	  et	  al.,	  2001).	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All’esame	  ecografico,	  l’inizio	  della	  deviazione	  follicolare	  può	  avvenire	  quando	  il	  diametro	  dei	  follicoli	  più	  grandi	  raggiunge	  i	  22	  o	  i	  25	  mm	  (Gastal	  et	  al.,	  2004;	  Ginther	  et	  al.,	  2009;	  Jacob	  et	  al.,	  2009a;	  Ginther	  et	  al.,	  2004a;	  Gastal	  et	  al.,	  1997)	  e	  il	  secondo	  follicolo	  più	  grande	  ha	  una	  media	  di	  19	  mm.	  La	  deviazione	  follicolare	  è	  un	  evento	  spesso	  evidente	  ed	  improvviso	  riconosciuto	  da	  un	  calo	  repentino	  del	  tasso	  di	  crescita	  del	  secondo	  follicolo	  più	  grande.	  Nonostante	  ciò,	  il	  secondo	  follicolo	  più	  grande	  conserva	  la	  capacità	  di	  diventare	  dominante	  (Gastal	  et	  al.,	  2004)	  o	  codominate	  (Ginther	  et	  al.,	  2008a)	  per	  circa	  due	  giorni	  dopo	  la	  deviazione,	  prima	  che	  ne	  inizi	  regressione.	  	  La	  fase	  di	  dominanza	  è	  comunemente	  riferita	  al	  periodo	  di	  inizio	  della	  deviazione	  fino	  all’inizio	  della	  fase	  preovulatoria	  in	  associazione	  con	  ondate	  più	  grandi,	  soprattutto	  l’ondata	  primaria	  (Ginther	  et	  al.,	  2003).	  La	  dominanza	  può	  essere	  evidenziata	  morfologicamente	  dall’immagine	  ecografica	  del	  diametro	  di	  un	  follicolo	  e	  dalle	  differenze	  di	  diametro	  tra	  i	  due	  follicoli	  più	  grandi.	  Un	  numero	  più	  grande	  di	  recettori	  LH,	  rende	  il	  follicolo	  dominante	  reattivo	  agli	  effetti	  stimolatori	  dell’LH;	  alti	  titoli	  di	  IGF1,	  promuovono	  la	  mitogenesi	  e	  la	  crescita	  del	  follicolo,	  un	  aumento	  di	  estradiolo	  e	  inibina	  sopprimono	  l’FSH	  sistemico	  (Medan	  et	  al.,	  2004;	  Roser	  et	  al.,	  1994)	  e	  arrestano	  lo	  sviluppo	  di	  follicoli	  inferiori.	  L’inibina	  è	  una	  glicoproteina	  prodotta	  dalle	  cellule	  della	  granulosa	  del	  follicolo	  dominante,	  il	  suo	  ruolo	  principale,	  consiste	  nella	  soppressione	  della	  secrezione	  di	  FSH	  ipofisario	  e	  di	  conseguenza	  del	  processo	  di	  selezione	  dei	  follicoli,	  i	  suoi	  livelli	  aumentano	  durante	  l’estro,	  raggiunge	  in	  picco	  durante	  l’ovulazione	  e	  diminuisce	  a	  bassi	  livelli	  durante	  il	  diestro	  (Medan	  et	  al.,	  2004;	  Roser	  et	  al.,	  1994).	  Il	  follicolo	  dominante	  continua	  la	  crescita	  dopo	  la	  deviazione	  alla	  velocità	  di	  circa	  3	  mm	  al	  giorno	  e	  può	  regredire,	  diventare	  emorragico	  o	  ovulare,	  dipendendo	  in	  parte	  dal	  fatto	  che	  è	  associato	  con	  una	  ondata	  maggiore	  primaria	  o	  secondaria.	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1.2.6 Fase	  preovulatoria	  	  Questa	  fase	  si	  riferisce	  alla	  capacità	  di	  sviluppo	  del	  follicolo	  dominante	  di	  rispondere	  a	  uno	  stimolo	  di	  ovulatorio	  esogeno	  o	  endogeno.	  Si	  considera	  quando	  il	  follicolo	  raggiunge	  più	  di	  30	  mm,	  dal	  momento	  che	  i	  follicoli	  di	  dimensioni	  inferiori	  raramente	  ovulano	  spontaneamente	  o	  dopo	  induzione	  (Bergfelt	  et	  al.,	  2007).	  Le	  caratteristiche	  ecografiche,	  sono	  state	  anche	  utilizzate	  per	  distinguere	  tra	  i	  follicoli	  ovulatori	  e	  anovulatori	  (Ginther,	  2007).	  	  	  
1.2.7 Endocrinologia	  e	  sviluppo	  del	  follicolo	  durante	  il	  periodo	  perivoulatorio	  
	  Sono	  stati	  eseguiti	  degli	  studi	  sui	  cambiamenti	  ormonali	  durante	  il	  periodo	  periovulatorio,	  (Ginther	  et	  al.,	  2009;	  Ginther	  et	  al.,	  2008b;	  Ginther	  et	  al.,	  2008c;	  Ginther	  et	  al.,	  2008d;	  Jacob	  et	  al.,	  2009b),	  ed	  è	  stato	  verificato	  che	  le	  concentrazioni	  di	  LH	  durante	  il	  lungo	  picco	  di	  LH	  nella	  cavalla	  aumentavano	  inizialmente	  lentamente,	  in	  seguito	  vi	  era	  un	  rapido	  aumento	  al	  giorno	  -­‐2	  (ovulazione	  al	  giorno	  0),	  la	  crescita	  repentina	  raggiungeva	  il	  picco	  al	  giorno	  1.	  Le	  concentrazioni	  di	  FSH	  iniziavano	  ad	  aumentare	  al	  giorno	  -­‐2,	  formando	  un	  picco	  diestrale	  che	  precedeva	  quello	  che	  stimolava	  l’emergenza	  della	  successiva	  ondata	  follicolare.	  L’estradiolo	  preovulatorio,	  raggiungeva	  picchi	  al	  giorno	  -­‐2.	  Il	  progesterone	  aumenta	  leggermente,	  ma	  significativamente	  dal	  giorno	  0.	  Correlazioni	  significative,	  sono	  state	  riscontrate	  tra	  il	  diametro	  del	  follicolo	  preovulatorio	  nei	  3	  giorni	  precedenti	  l’ovulazione,	  in	  cavalle	  con	  ovulazione	  spontanea	  (Jacob	  et	  al.,	  2009b),	  e	  tra	  il	  massimo	  diametro	  del	  follicolo	  preovulatorio	  dopo	  induzione	  dell’ovulazione	  (Ginther	  et	  al.,	  2009).	  	  Le	  correlazioni	  positive	  significative	  per	  il	  diametro	  del	  follicolo	  preovulatorio,	  si	  verificarono	  3	  giorni	  prima	  dell’ovulazione.	  Questi	  giorni	  includevano	  il	  giorno	  in	  cui	  il	  primo	  follicolo	  raggiunse	  un	  diametro	  pari	  o	  maggiore	  a	  35	  mm	  all’incirca	  nel	  70%	  dell’intervallo	  interovulatorio,	  ed	  è	  un	  diametro	  comune	  	  per	  la	  somministrazione	  di	  farmaci	  per	  l’induzione	  dell’ovulazione.	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In	  ondate	  follicolari	  con	  un	  solo	  follicolo	  dominante,	  rispetto	  a	  ondate	  con	  due	  follicoli	  dominanti,	  è	  risultato	  che	  le	  concentrazioni	  di	  LH,	  estradiolo	  e	  inibina	  plasmatiche	  sono	  simili,	  e	  hanno	  comunque	  concentrazioni	  di	  FSH	  piuttosto	  basse	  (Jacob	  et	  al.,	  2009b).	  Una	  doppia	  ovulazione	  dipende	  da	  diversi	  fattori	  quali:	  stato	  riproduttivo,	  età,	  ripetibilità	  negli	  individui	  e	  razza	  (esempio	  incidenza	  del	  2	  %	  nei	  ponies	  e	  7-­‐25%	  verso	  gli	  altri	  cavalli).	  Da	  alcuni	  studi	  non	  sono	  state	  riportate	  differenze	  significative	  nella	  concentrazione	  di	  gonadotropine	  tra	  ovulazione	  singola	  e	  doppia	  (Squires	  et	  al.,	  1987).	  La	  relazione	  tra	  diametri	  follicolari	  e	  concentrazione	  degli	  ormoni	  sono	  state	  comparate	  tra	  ovulazione	  singola	  e	  doppia	  nelle	  fattrici	  (Urwin	  e	  Allen,	  1983).	  Nelle	  cavalle	  che	  ovulano	  due	  follicoli	  in	  confronto	  a	  quelle	  che	  ne	  ovulano	  solo	  uno,	  il	  follicolo	  più	  grande	  è	  di	  dimensioni	  inferiori	  (Ginther,	  1995),	  la	  concentrazione	  ematica	  di	  FSH	  è	  più	  bassa	  e	  quella	  di	  estradiolo	  è	  normalmente	  più	  alta,	  mentre	  le	  concentrazioni	  di	  inibina	  e	  LH	  non	  mutano	  nei	  due	  casi.	  Il	  tasso	  di	  crescita	  del	  follicolo	  preovulatorio	  che	  precede	  la	  singola	  o	  doppia	  ovulazione	  diminuisce	  il	  giorno	  prima	  dell’ovulazione	  nella	  cavalla	  (Gastal	  et	  al.,	  2006a;	  Gastal	  et	  al.,	  2006b;	  Ginther	  et	  al.,	  2008c).	  Questa	  riduzione	  del	  tasso	  di	  crescita	  apparentemente	  inizia	  quando	  l’LH	  ovulatorio	  raggiunge	  bruscamente	  dei	  livelli	  critici,	  questo	  è	  	  suggerito	  dall’immediata	  riduzione	  nella	  crescita	  del	  follicolo	  e	  della	  produzione	  di	  estradiolo	  in	  seguito	  a	  somministrazione	  di	  hCG	  (human	  Chorionic	  Gonadotropin)	  per	  l’ovulazione	  (Gastal	  et	  al.,	  2006a;	  Gastal	  et	  al.,	  2006b).	  	  
1.2.8 Fattori	  che	  coinvolgono	  il	  diametro	  del	  follicolo	  preovulatorio	  	  
o Razza:	  è	  stata	  riscontrata	  una	  diversità	  nel	  diametro	  preovulatorio	  tra	  le	  diverse	  razze	  equine,	  ad	  esempio:	  Quarter	  Horse	  43	  mm,	  nell’Arabo	  40	  mm	  (Dimmick	  et	  al.,	  1993).	  	  	  
o Stagionalità:	  assume	  una	  grande	  importanza,	  in	  particolar	  modo	  tra	  la	  stagione	  riproduttiva	  e	  la	  transizione	  primaverile.	  Il	  diametro	  del	  follicolo	  preovulatorio	  il	  giorno	  prima	  dell’ovulazione,	  è	  all’incirca	  5	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mm	  più	  grande	  nella	  prima	  rispetto	  che	  nella	  seconda.	  E’	  stato	  concluso	  che	  l’imponente	  crescita	  di	  LH	  è	  ridotta	  prima	  della	  prima	  ovulazione	  ed	  è	  una	  conseguenza	  dell’incompleta	  recrudescenza	  dell’asse	  ipotalamo-­‐ipofisario	  (Silvia	  et	  al.,	  1986;	  Silvia	  et	  al.,	  1991).	  	  
o BCS:	  un	  inadeguato	  BCS	  ha	  ripercussioni	  negative	  sull’inizio	  della	  stagione	  riproduttiva,	  sul	  tasso	  di	  gravidanza,	  sull’aumento	  delle	  perdite	  embrionali	  e	  aumento	  dei	  tempi	  di	  gravidanza	  (Henneke	  et	  al.,	  1983;	  Hines	  et	  al.,	  1987).	  	  Durante	  l’inverno,	  le	  fattrici	  con	  un	  BCS	  basso	  hanno	  mediamente	  follicoli	  più	  piccoli	  rispetto	  alle	  fattrici	  con	  un	  BCS	  maggiore.	  I	  motivi	  per	  cui	  si	  verificano	  queste	  modifiche	  dell’asse	  ormonale,	  non	  sono	  molto	  ben	  chiare	  (Gentry	  et	  al.,	  2002a).	  	  
o Età:	  le	  cavalle	  più	  anziane,	  a	  differenza	  delle	  più	  giovani,	  hanno	  mostrato	  un	  allungamento	  dell’intervallo	  interovulatorio,	  una	  diminuita	  attività	  follicolare	  con	  follicoli	  di	  minori	  dimensioni.	  Tuttavia	  nelle	  cavalle	  giovani	  la	  concentrazione	  di	  LH,	  durante	  tutto	  il	  picco	  ovulatorio,	  è	  risultata	  maggiore	  in	  confronto	  a	  quelle	  più	  anziane,	  e	  questo	  può	  essere	  la	  causa	  che	  ha	  portato	  alla	  riduzione	  dell’intervallo	  tra	  il	  diametro	  massimo	  del	  follicolo	  e	  l’ovulazione	  (Carnevale	  et	  al.,	  1993).	  	  	  	  	  
	  
1.2.9 Corpo	  luteo	  	  Il	  corpo	  luteo	  è	  una	  ghiandola	  endocrina	  temporanea,	  che	  si	  forma	  all’interno	  dell’ovaia	  in	  seguito	  ad	  ovulazione	  del	  follicolo	  dominante	  durante	  la	  fine	  dell’estro	  (corpo	  luteo	  primario)	  o	  durante	  il	  primo	  periodo	  di	  gravidanza	  (corpi	  lutei	  secondari	  o	  gravidici)	  (Ginther,	  1992b;	  Youngquist	  e	  Threlfall,	  2007).	  Ecograficamente	  si	  rileva	  con	  due	  aspetti	  diversi:	  parzialmente	  ecogeno	  o	  iperecogeno.	  Il	  corpo	  luteo	  primario	  è	  la	  principale	  fonte	  di	  progesterone	  che	  interrompe	  il	  comportamento	  estrale	  e	  predispone	  la	  cavalla	  in	  uno	  stato	  di	  non	  recettività	  caratterizzante	  il	  diestro	  comportamentale,	  inoltre	  aiuta	  gli	  organi	  riproduttivi,	  soprattutto	  l’utero,	  preparandolo	  alla	  ricezione	  della	  blastocisti	  e	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a	  dare	  supporto	  allo	  sviluppo	  dell’embrione	  e	  in	  seguito	  del	  feto,	  durante	  le	  prime	  fasi	  di	  gravidanza.	  L’inizio	  del	  diestro	  si	  ha	  dal	  giorno	  0	  fino	  a	  circa	  il	  giorno	  5,	  e	  poco	  prima	  della	  formazione	  del	  corpo	  luteo,	  si	  forma	  un	  “corpo	  emorragico”	  che	  a	  differenza	  del	  CL	  è	  caratterizzato	  da	  un’emorragia	  (senza	  produzione	  di	  progesterone),	  dalla	  quale	  si	  forma	  un	  coagulo	  che	  inizialmente	  ha	  una	  consistenza	  crepitante	  e	  in	  seguito	  gommosa;	  dopo	  24	  ore	  non	  è	  più	  apprezzabile	  in	  quanto	  si	  approfonda	  nel	  parenchima	  verso	  la	  fossetta	  dell’ovulazione.	  A	  14	  giorni	  dall’ovulazione	  	  il	  corpo	  luteo	  raggiunge	  le	  sue	  massime	  dimensioni	  per	  poi	  andare	  incontro	  a	  luteolisi.	  Può	  accadere	  che	  si	  verificano	  episodi	  di	  persistenza	  del	  corpo	  luteo	  per	  2-­‐3	  mesi	  (caratterizzato	  da	  tessuto	  connettivo	  biancastro	  al	  centro	  del	  corpo	  luteo)	  accompagnato	  da	  attività	  follicolare	  ma	  senza	  alcuna	  manifestazioni	  estrale	  (Hughes	  et	  al.,	  1972).	  Se	  la	  cavalla	  è	  gravida,	  il	  corpo	  luteo	  primario,	  a	  14-­‐16	  giorni	  dall’ovulazione,	  diminuisce	  la	  sua	  produzione	  di	  progesterone,	  seguito	  da	  un	  calo	  più	  lento	  e	  costante	  nei	  20-­‐25	  giorni	  successivi	  (Stabenfeldt	  et	  al.,	  1975).	  A	  40-­‐150	  giorni	  si	  ha	  la	  formazione	  dei	  corpi	  lutei	  secondari	  (o	  accessori)	  derivanti	  da	  una	  normale	  ovulazione	  e	  dalla	  luteinizzazione	  dei	  follicoli	  non	  ovulati.	  Corpi	  lutei	  primari	  e	  secondari	  tendono	  a	  regredire	  e	  a	  lasciare	  ovaie	  piccole	  e	  inattive	  per	  il	  resto	  della	  gravidanza	  (Stabenfeldt	  et	  al.,	  1975).	  Il	  progesterone	  necessario	  alla	  gravidanza	  è	  fornito,	  dal	  70-­‐80°	  giorno,	  dall’unità	  feto-­‐placentare,	  questo	  perché	  la	  placenta	  della	  cavalla	  è	  in	  grado	  di	  convertire	  il	  pregnenolone	  in	  progesterone.	  I	  livelli	  di	  progesterone	  tenderanno	  a	  calare	  da	  metà	  gestazione	  e	  a	  rimanere	  bassi	  fino	  a	  fine	  gravidanza	  (Holtan	  et	  al.,	  1975).	  Sono	  state	  riscontrate	  delle	  differenze	  stagionali	  nelle	  fattrici	  non	  coperte,	  nelle	  quali	  le	  concentrazioni	  medie	  di	  progesterone	  durante	  la	  fase	  luteale	  decrescono	  dal	  ciclo	  seguente	  il	  solstizio	  d’estate.	  	  In	  uno	  studio	  condotto	  da	  King	  et	  al.	  nel	  1988,	  è	  stato	  rilevato	  un	  calo	  nel	  livello	  di	  progesterone	  medio	  solamente	  in	  fattrici	  destinate	  a	  diventare	  acicliche	  durante	  quell’inverno	  e	  non	  in	  fattrici	  rimaste	  cicliche	  tutto	  l’anno;	  di	  contro	  in	  altri	  due	  studi	  di	  King	  et	  al.	  del	  1993	  e	  King	  et	  al.	  del	  2010,	  non	  sono	  state	  trovate	  differenze	  tra	  questi	  due	  gruppi.	  Sembrerebbe	  che	  la	  capacità	  steroidogenica	  dei	  corpi	  lutei	  nella	  tarda	  stagione	  tenda	  a	  decrescere	  di	  circa	  50%	  rispetto	  ai	  corpi	  lutei	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estivi,	  ma	  la	  causa	  non	  è	  conosciuta.	  Dall’ecografia	  non	  sono	  state	  rilevate	  differenze	  nelle	  dimensioni	  dei	  corpi	  lutei	  prodotti	  in	  transizione	  autunnale	  (con	  una	  minor	  produzione	  di	  progesterone)	  e	  quelli	  prodotti	  in	  primavera	  estate	  (con	  maggiore	  produzione)	  (King	  et	  al.,	  1993).	  	  	  
1.3 Pubertà	  della	  cavalla	  
	   All’incirca	  si	  ha	  intorno	  ai	  12-­‐22	  mesi	  (media	  di	  15	  mesi).	  	  La	  pubertà	  è	  influenzata	  da	  diversi	  fattori,	  quali:	  
• Stagione	  di	  nascita,	  ad	  esempio	  se	  una	  cavalla	  nasce	  ad	  Aprile	  è	  pubere	  ad	  Aprile	  dell’anno	  successivo	  a	  circa	  12	  mesi,	  se	  invece	  nasce	  nel	  mese	  di	  Settembre	  diventa	  pubere	  a	  18	  mesi.	  
• Fotoperiodo	  (Wesson	  e	  Ginther,	  1982;	  Palmer	  e	  Driancourt,	  1983).	  
• Presenza	  di	  altre	  femmine	  o	  maschi	  (Dyrmundsson,	  1994;	  Lucas	  et	  al.,	  1991;	  Keyper	  e	  Houpt,	  1984).	  
• Stress,	  cattivo	  stato	  di	  nutrizione	  e	  di	  salute,	  ritarda	  la	  pubertà	  (Souza	  et	  al.,	  1997;	  Brown-­‐Douglas	  et	  al.,	  2004).	  
• Razza.	  E’	  un	  momento	  importante,	  ed	  è	  determinato	  dal	  primo	  estro,	  accompagnato	  dalla	  prima	  ovulazione.	  Ciò	  è	  possibile	  accertarlo	  facendo	  una	  valutazione	  della	  concentrazione	  del	  progesterone	  nel	  plasma,	  che	  risulta	  aumentato	  (Souza	  et	  al.,	  1997;	  Noiguera	  et	  al.,	  1997).	  Prima	  della	  pubertà,	  il	  centro	  tonico	  dell’ipotalamo	  è	  molto	  sensibile	  al	  feedback	  negativo	  dato	  dalle	  basse	  concentrazioni	  di	  estrogeni	  (prodotti	  dalle	  cellule	  della	  granulosa	  del	  follicolo	  ovarico),	  che	  impediscono	  un	  sufficiente	  rilascio	  dell’ormone	  follicolo	  stimolante	  (FSH),	  il	  quale	  agisce	  sulle	  cellule	  della	  granulosa,	  e	  dell’ormone	  luteinizzante	  (LH;	  un	  picco	  di	  gonadotropine	  ogni	  6-­‐24	  ore)	  che	  esercita	  la	  sua	  azione	  sulle	  cellule	  della	  teca	  presenti	  nel	  follicolo,	  determinando	  un	  controllo	  sulla	  sintesi	  degli	  estrogeni,	  in	  modo	  tale	  che	  non	  ci	  sia	  uno	  sviluppo	  dei	  follicoli	  e	  quindi	  non	  ci	  sia	  ovulazione.	  	  Alla	  pubertà,	  la	  sensibilità	  del	  centro	  tonico	  viene	  sempre	  meno	  e	  segue	  il	  rilascio	  delle	  gonadotropine	  (GnRH)	  dall’ipotalamo	  (1	  picco	  di	  LH	  ogni	  ora)	  che	  conduce	  un	  aumento	  di	  produzione	  dell’FSH.	  Questo	  stimola	  i	  follicoli	  a	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produrre	  alte	  concentrazioni	  di	  estrogeni	  che	  hanno	  un	  feedback	  positivo	  al	  centro	  tonico	  con	  conseguente	  rilascio	  di	  LH	  che	  determinerà	  l’ovulazione	  (Senger,	  2003).	  	  	  
1.4 Stagionalità	  riproduttiva:	  
	  Le	  fasi	  riproduttive	  della	  cavalla	  sono	  così	  suddivise:	  	   1. Stagione	  riproduttiva	  2. Transizione	  autunnale	  3. Anestro	  4. Transizione	  primaverile	  
	  
1.4.1 Stagione	  riproduttiva	  
	  La	  cavalla	  è	  una	  specie	  poliestrale	  stagionale	  a	  giorni	  lunghi,	  la	  stagione	  di	  riproduzione	  si	  esplica	  solo	  in	  un	  determinato	  periodo	  dell’anno	  (primavera	  –	  estate)	  ed	  è	  influenzato	  dall’aumento	  del	  fotoperiodo.	  In	  questo	  lasso	  di	  tempo	  i	  cicli,	  cioè	  gli	  intervalli	  tra	  un’ovulazione	  e	  l’altra,	  	  si	  susseguono	  circa	  ogni	  21	  giorni.	  	  
	  
1.4.1.1 Ciclo	  della	  cavalla	  
	  Il	  ciclo	  ovulatorio	  di	  una	  cavalla	  sessualmente	  recettiva	  ha	  una	  durata	  di	  21	  giorni	  di	  cui	  14	  giorni	  di	  diestro	  (fase	  luteale)	  e	  7	  giorni	  di	  estro.	  
	  
1.4.1.1.1 Estro	  	   Nella	  cavalla	  è	  possibile	  dividere	  l’estro	  in	  due	  fasi	  basate	  sulla:	  	  
• Recettività	  sessuale	  (estro	  vs	  diestro).	  
• Fisiologia	  (fase	  follicolare	  vs	  fase	  luteale).	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L’estro	  è	  un	  periodo	  durante	  il	  quale	  la	  cavalla	  è	  sessualmente	  recettiva	  allo	  stallone,	  la	  sua	  durata	  è	  molto	  variabile	  fra	  gli	  individui	  e	  anche	  tra	  gli	  stessi	  cicli	  del	  soggetto	  stesso.	  Questo	  comportamento	  è	  stimolato	  da	  alti	  livelli	  di	  estradiolo	  prodotto	  dallo	  sviluppo	  del	  follicolo	  dominante	  in	  assenza	  di	  progesterone.	  La	  lunghezza	  media	  dell’estro	  è	  di	  6.5	  giorni	  (Ginther,	  1979),	  la	  durata	  dipende	  dalle	  dimensioni	  del	  follicolo,	  dal	  tasso	  di	  crescita	  del	  follicolo	  dominante,	  e	  le	  massime	  dimensioni	  del	  follicolo	  prima	  di	  ovulare.	  L’ovulazione	  avviene	  all’incirca	  24-­‐48	  ore	  prima	  della	  fine	  dell’estro.	  Un	  aumento	  di	  progesterone,	  derivante	  dallo	  sviluppo	  del	  corpo	  luteo,	  porta	  alla	  fine	  del	  comportamento	  estrale.	  Esiste	  anche	  l’estro	  silente,	  in	  cui	  le	  cavalle	  “maiden”	  possono	  non	  mostrare	  il	  calore,	  come	  anche	  le	  cavalle	  con	  puledro	  a	  meno	  che	  il	  redo	  non	  sia	  tenuto	  lontano	  dallo	  stallone.	  Le	  cavalle	  non	  dominanti	  possono	  essere	  inibite	  dalla	  presenza	  di	  una	  cavalla	  dominante	  (Crowell-­‐Davis,	  2007),	  inoltre	  una	  cavalla	  può	  avere	  una	  preferenza	  o	  un’antipatia	  verso	  lo	  stallone	  (Pickerel	  et	  al.,	  1993).	  Cavalle	  con	  estro	  silente,	  hanno	  basse	  concentrazioni	  di	  estradiolo	  17-­‐β,	  rispetto	  a	  cavalle	  che	  lo	  manifestano	  (Nelson	  et	  al.,	  1985).	  	  Normalmente	  l’estradiolo	  17-­‐β,	  nelle	  cavalle	  in	  estro	  determina:	  	  
• Rilascio	  della	  cervice	  
• Stimola	  la	  formazione	  dell’edema	  dell’utero	  da	  calore	  
• Aumenta	  il	  volume	  delle	  secrezioni	  uterine	  
• Stimola	  il	  rilascio	  di	  LH	  dall’ipofisi	  
• Induce	  il	  comportamento	  estrale	  	  La	  singola	  cavalla	  in	  estro,	  è	  presentata	  allo	  stallone	  per	  un	  tempo	  più	  o	  meno	  lungo,	  fino	  a	  quando	  non	  mostra	  i	  comportamenti	  di	  estro	  o	  diestro.	  La	  cavalla	  che	  rimane	  indifferente	  può	  essere	  testata	  più	  a	  lungo,	  magari	  con	  uno	  stallone	  diverso,	  o	  può	  mostrare	  più	  segni	  estrali	  di	  lieve	  entità.	  Le	  più	  comuni	  risposte	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comportamentali	  delle	  cavalle	  in	  estro	  testate	  con	  lo	  stallone	  consistono:	  	  
• Accetta	  lo	  stallone	  
• Alzare	  la	  coda	  
• Urinazione	  	  
• Ripetute	  contrazioni	  intermittenti	  delle	  labbra	  vulvari	  con	  esposizione	  del	  clitoride	  	  Ecograficamente,	  e	  con	  la	  palpazione	  in	  estro,	  si	  rilevano	  le	  seguenti	  caratteristiche:	  	  
• Utero	  pastoso	  
• Follicoli	  con	  diametro	  maggiore	  di	  30	  mm	  	  
1.4.1.1.2 Diestro	  
	   E’	  un	  periodo	  di	  quiescenza	  sessuale	  tra	  due	  periodi	  estrali,	  con	  presenza	  a	  livello	  ovarico	  di	  un	  corpo	  luteo	  funzionante.	  Le	  concentrazioni	  di	  progesterone	  sierico	  aumentano	  velocemente	  da	  un	  livello	  di	  1-­‐2	  ng/ml	  post	  ovulazione	  a	  una	  massima	  di	  8-­‐16	  ng/ml	  quando	  i	  corpi	  lutei	  sono	  maturi.	  Circa	  due	  settimane	  dopo	  l’ovulazione	  le	  concentrazioni	  iniziano	  ad	  abbassarsi	  e	  raggiungono	  nuovamente	  il	  livello	  basale	  all’instaurarsi	  del	  successivo	  periodo	  estrale	  circa	  15-­‐16	  giorni	  dopo	  l’ovulazione	  (Ginther,	  1992a).	  E’	  importante	  ricordare	  che	  il	  diestro	  è	  breve	  nella	  cavalla	  rispetto	  agli	  altri	  animali	  domestici,	  nonostante	  la	  fattrice	  abbia	  un	  ciclo	  estrale	  di	  21	  giorni.	  Questo	  è	  il	  risultato	  dell’avere	  un	  periodo	  estrale	  relativamente	  lungo	  (circa	  6	  giorni).	  Le	  fasi	  luteali	  relativamente	  lunghe	  in	  altri	  animali	  da	  reddito,	  garantiscono	  un	  tempo	  proporzionalmente	  maggiore	  utile	  alla	  manipolazione	  dei	  cicli	  estrali	  ricorrendo	  all’uso	  di	  prostaglandine.	  Le	  fattrici,	  di	  contro,	  hanno	  la	  fase	  luteale	  che	  è	  solamente	  lunga	  la	  metà	  del	  ciclo	  estrale,	  quindi	  sostanzialmente	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minore	  rispetto	  agli	  altri	  animali.	  Le	  cavalle	  non	  sono	  recettive	  sessualmente	  in	  questa	  fase	  del	  ciclo,	  comunque,	  come	  anche	  Ginther	  ha	  puntualizzato,	  l’interfaccia	  tra	  il	  diestro	  e	  l’estro	  non	  è	  netta,	  per	  esempio	  cavalle	  con	  alti	  livelli	  di	  progesterone	  possono	  occasionalmente	  presentare	  comportamento	  estrale	  (Ginther,	  1992a).	  Nell’eventualità	  in	  cui	  non	  sia	  notato	  un	  calore,	  è	  possibile	  utilizzare	  dei	  metodi	  farmacologici	  per	  cercare	  di	  abbreviare	  il	  diestro,	  in	  modo	  da	  far	  accoppiare	  le	  cavalle	  il	  prima	  possibile,	  per	  cercare	  di	  avere	  un	  puledro	  che	  non	  sia	  troppo	  svantaggiato	  in	  termini	  d’età	  con	  i	  coetanei	  l’anno	  successivo.	  Spesso	  le	  prostaglandine	  sono	  usate	  per	  abbreviare	  la	  durata	  del	  ciclo,	  ma	  talvolta	  ciò	  funziona	  e	  talvolta	  no.	  Molte	  cavalle	  hanno	  un’ondata	  follicolare	  durante	  il	  ciclo	  estrale,	  quindi	  il	  follicolo	  non	  è	  sempre	  disponibile	  all’ovulazione	  quando	  è	  effettuato	  il	  trattamento	  con	  prostaglandine,	  e	  per	  questo	  motivo	  l’intervallo	  inter-­‐ovulatorio	  non	  può	  essere	  sempre	  ridotto	  ricorrendo	  a	  questo	  trattamento	  (Ginther,	  1992a;	  Loy	  et	  al.,	  1979;	  Handler	  et	  al.,	  2006).	  Douglas	  e	  Ginther	  nel	  1972,	  hanno	  condotto	  uno	  studio	  su	  28	  purosangue	  trattate	  con	  prostaglandine	  6	  giorni	  dopo	  l’ovulazione,	  l’85%	  ha	  ovulato	  tra	  12	  e	  16	  giorni	  post	  trattamento,	  circa	  una	  settimana	  prima	  del	  normale.	  Risultati	  simili	  si	  sono	  osservati	  in	  Appaloosa	  e	  Quarter	  Horses	  trattati	  all’inizio	  della	  fase	  luteale.	  Analoghi	  delle	  prostaglandine	  possono	  essere	  impiegati	  per	  indurre	  la	  luteolisi	  in	  alcune	  cavalle	  fino	  a	  1-­‐2	  giorni	  dopo	  l’ovulazione,	  ma	  la	  luteolisi	  diventa	  prevedibile	  solo	  da	  circa	  4	  giorni	  dopo,	  quindi,	  quando	  si	  prova	  ad	  abbreviare	  il	  ciclo	  della	  cavalla,	  questo	  trattamento	  dovrebbe	  essere	  somministrato	  il	  prima	  possibile	  nella	  fase	  luteale	  e	  	  non	  dopo	  6	  giorni	  dall’ovulazione;	  altrimenti	  non	  sarebbe	  possibile	  agire	  su	  un	  follicolo	  facente	  parte	  della	  fase	  follicolare	  del	  primo	  diestro.	  Tutto	  ciò	  non	  è	  stato	  riscontrato	  in	  cavalle	  trattate	  tra	  il	  sesto	  e	  settimo	  giorno	  dopo	  l’ovulazione.	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1.5	  	  Transizione	  autunnale	  	  Questa	  fase	  fino	  all’anestro	  è	  molto	  lunga,	  si	  compie	  in	  circa	  4-­‐5	  mesi	  e	  sembra	  essere	  meno	  soggetta	  al	  controllo	  endocrino	  rispetto	  a	  quella	  primaverile.	  Viene	  suddivisa	  in	  4	  fasi:	  	  1. Questa	  fase	  comprende	  un	  periodo	  con	  cicli	  estrali	  nel	  primo	  autunno,	  nel	  quale	  c’è	  una	  normale	  funzione	  luteale	  e	  concentrazione	  di	  prolattina.	  	  2. In	  questo	  periodo	  i	  cicli	  sono	  anormali,	  ma	  ovulatori	  e	  si	  verifica	  in	  tardo	  autunno,	  nel	  quale	  il	  ritmo	  di	  crescita	  follicolare	  rallenta	  e	  l’LH	  può	  diminuire	  in	  un	  periodo	  che	  va	  oltre	  i	  tre	  cicli	  estrali.	  Gli	  estri	  silenti	  iniziano	  ad	  essere	  abbastanza	  frequenti	  con	  un	  accorciamento	  della	  fase	  luteale	  e	  allungamento	  della	  fase	  follicolare.	  	  	   3. Si	  evidenzia	  un	  periodo	  anovulatorio,	  nel	  quale	  l’LH	  diminuisce	  a	  tal	  punto	  da	  non	  permettere	  l’ovulazione.	  Ondate	  di	  crescita	  follicolare	  e	  atresia	  spesso	  persistono	  per	  un	  tempo	  variabile	  di	  30	  giorni	  o	  più.	  	  4. E’	  definita	  come	  totale	  fase	  di	  quiescenza	  riproduttiva,	  durante	  la	  quale,	  la	  crescita	  follicolare	  non	  supera	  i	  20	  mm	  di	  diametro	  e	  c’è	  una	  cessazione	  di	  secrezione	  di	  FSH	  e	  LH.	  	   In	  questo	  periodo	  si	  possono	  riscontrare:	  	  
• Anomalie	  riproduttive	  
• Funzioni	  luteali	  prolungate	  
• Funzioni	  luteali	  abbreviate	  
• Crescita	  di	  follicoli	  anovulatori	  	  
• Follicoli	  emorragici	  anovulatori	  
• Estri	  silenti	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Oltre	  il	  60%	  dei	  cicli	  che	  si	  verificano	  dopo	  l’equinozio,	  dimostrano	  differenti	  comportamenti,	  eventi	  ormonali	  e	  ovarici	  tipici	  della	  stagione	  riproduttiva	  (Weedman	  et	  al.,	  1993).	  Il	  verificarsi	  di	  queste	  anomalie	  è	  piuttosto	  frequente.	  	  
1.5.1 Fotoperiodo,	  va	  da	  Settembre	  a	  Novembre	  e	  spesso	  è	  molto	  prolungato	  dopo	  il	  solstizio	  invernale	  (21	  Dicembre	  nell’emisfero	  nord).	  Con	  le	  giornate	  più	  corte,	  la	  cavalla	  è	  esposta	  a	  più	  ore	  di	  buio,	  che	  stimolerà	  la	  produzione	  di	  dopamina	  e	  di	  melatonina.	  La	  melatonina	  viene	  rilasciata	  dall’epifisi,	  sotto	  lo	  stimolo	  delle	  fibre	  catecolaminergiche	  (Nagy	  et	  al.,	  2000)	  e	  a	  questo	  loro	  aumento	  è	  associata	  una	  diminuzione	  dell’attività	  ovarica	  (Ginther,	  1992b;	  Wesson	  et	  al.,	  1979).	  Quando	  è	  rimosso	  lo	  stimolo	  del	  fotoperiodo	  attraverso	  un’esposizione	  prolungata	  a	  giorno	  lungo	  durante	  un	  intero	  anno,	  i	  cavalli	  continuano	  a	  dimostrare	  una	  stagione	  di	  attività	  riproduttiva	  seguita	  poi	  da	  una	  stagione	  di	  quiescenza	  (Kooistra	  e	  Ginther,	  1975),	  anche	  se	  questo	  non	  è	  conforme	  allo	  schema	  adottato	  dalle	  cavalle	  sotto	  fotoperiodo	  naturale.	  	  
1.5.2 Fattori	  comportamentali	  e	  nutrizionali	  nella	  transizione	  autunnale,	  il	  tempo	  fuori	  stagione	  è	  una	  fonte	  di	  stress	  per	  il	  cavallo	  ed	  è	  molto	  probabile	  che	  stressi	  direttamente	  il	  sistema	  nervoso	  autonomo	  e	  probabilmente	  il	  sistema	  opioidergico.	  La	  dopamina,	  un	  neurotrasmettitore	  simpatico,	  svolge	  un	  ruolo	  nella	  stagione	  riproduttiva	  del	  cavallo	  (King	  et	  al.,	  1993;	  Nequin	  e	  King,	  1988;	  King	  et	  al.,	  2002),	  anche	  se	  molte	  ricerche	  hanno	  coinvolto	  l’azione	  della	  dopamina	  stimolando	  anticipatamente	  la	  ciclicità	  in	  seguito	  ad	  anestro	  (King	  et	  al.,	  2008a)	  grazie	  alla	  somministrazione	  di	  dopamino	  antagonisti	  durante	  la	  transizione	  autunnale.	  Questi	  trattamenti	  tendono	  ad	  aumentare	  la	  ciclicità	  invernale	  e	  a	  migliorare	  la	  funzione	  luteolitica.	  Allo	  stesso	  modo	  agiscono	  gli	  oppioidi	  endogeni	  liberati	  durante	  lo	  stress,	  la	  loro	  azione	  si	  esplica	  a	  livello	  dell’ipotalamo	  riducendo	  il	  rilascio	  del	  GnRH,	  di	  conseguenza	  si	  ha	  una	  riduzione	  di	  secrezione	  di	  LH	  (Calogero	  et	  al.,	  1998);	  questa	  carenza	  di	  LH	  dopo	  l’ovulazione	  fa	  si	  che	  non	  si	  formi	  il	  corpo	  luteo.	  Hanno	  un	  ruolo	  importante	  sull’anestro	  nella	  cavalla	  perché	  questa	  inibizione	  rimane	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alta	  in	  questo	  periodo	  piuttosto	  che	  durante	  la	  ciclicità	  (Irvine	  et	  al.,	  1994;	  Turner	  et	  al.,	  1995);	  inoltre	  determinano	  un	  alto	  rilascio	  di	  catecolamine,	  dopamina	  e	  norepinefrina	  (Fichna	  et	  al.,	  2007).	  La	  dopamina	  ha	  un’azione	  diretta	  sull’ovaia	  (King	  et	  al.,	  2002;	  King	  et	  al.,	  2005;	  Heath	  et	  al.,	  2007;	  King	  et	  al.,	  2008b)	  ma	  non	  nell’asse	  ipotalamo-­‐ipofisi	  (Besognet	  et	  al.,	  1997;	  Gentry	  et	  al.,	  2002b).	  Cavalle	  con	  alto	  BCS	  continuano	  ad	  essere	  cicliche	  anche	  durante	  l’inverno	  (Gentry	  et	  al.,	  2002a;	  Fitzgerald	  e	  McManus,	  2000;	  Ferreira-­‐Dias	  et	  al.,	  2005).	  L’ormone	  del	  tessuto	  adiposo,	  Leptina,	  è	  stato	  pensato	  sia	  il	  segnalatore	  primario	  delle	  condizioni	  corporee	  all’encefalo.	  Delle	  sue	  alte	  concentrazioni	  sono	  state	  associate	  ad	  un	  alto	  accumulo	  di	  grasso	  corporeo,	  la	  leptina	  circolante	  mostra	  uno	  schema	  stagionale	  nelle	  cavalle,	  con	  bassi	  livelli	  verificati	  in	  inverno,	  	  nonostante	  il	  BCS	  buono	  (Gentry	  et	  al.,	  2002a;	  Fitzgerald	  e	  McManus,	  2000).	  Quindi	  leptina	  e	  la	  condizione	  corporea	  sono	  coinvolti	  come	  fattori	  nel	  controllo	  del	  tempo	  della	  transizione	  in	  anestro	  e	  in	  persistente	  ciclicità	  in	  inverno.	  Le	  concentrazioni	  di	  questa	  diminuiscono	  durante	  la	  transizione	  autunnale	  e	  rimangono	  basse	  in	  cavalle	  che	  raggiungono	  l’anestro	  rispetto	  a	  quelle	  con	  persistente	  ciclicità	  invernale	  (Ferreira-­‐Dias	  et	  al.,	  2005).	  Cavalle	  giovani	  solitamente	  hanno	  poco	  grasso	  corporeo	  e	  basse	  concentrazioni	  di	  leptina,	  non	  mostrano	  forti	  variazioni	  stagionali	  nelle	  sue	  concentrazioni	  (Fitzgerald	  e	  McManus,	  2000).	  
	  
	  
1.6 Anestro	  
	  E’	  un	  periodo	  accompagnato	  da	  ovaie	  piccole	  (dimensioni	  inferiori	  a	  10	  mm)	  ed	  inattive,	  alla	  palpazione	  l’utero	  si	  presenta	  flaccido,	  ed	  è	  una	  situazione	  tipica	  di	  cavalle	  in	  stagione	  non	  riproduttiva	  (Ginther,	  1992).	  La	  follicologenesi	  nell’ovaia	  equina	  senza	  la	  gonadotropina	  arriverebbe	  ad	  un	  diametro	  di	  circa	  2	  mm	  (Bergfelt	  e	  Ginther,	  1985;	  Ginther	  e	  Bergfelt,	  1993).	  Prescindendo	  dalle	  dimensioni,	  i	  follicoli	  dipendono	  dall’FSH	  per	  il	  loro	  sviluppo	  e	  anche	  dall’	  LH,	  necessario	  alla	  maturazione	  del	  follicolo	  dominante	  e	  alla	  sua	  ovulazione	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(Irvine,	  1981).	  A	  causa	  dell’anestro	  stagionale,	  le	  fattrici	  spesso	  producono	  bassi	  livelli	  di	  FSH	  nel	  sangue	  periferico,	  e	  possono	  portare	  i	  follicoli	  a	  svilupparsi	  anche	  tra	  i	  10	  e	  i	  25	  mm	  che	  poi	  vanno	  incontro	  ad	  atresia	  per	  l’assenza	  dell’LH.	  Il	  contenuto	  e	  la	  secrezione	  di	  LH	  dall’ipofisi	  è	  inferiore	  in	  inverno	  in	  modo	  più	  marcato	  rispetto	  all’FSH.	  L’anestro	  stagionale	  è	  ben	  documentato	  così	  come	  le	  sue	  cause	  e	  le	  sue	  caratteristiche.	  L’anestro	  stagionale	  è	  chiamato	  più	  appropriatamente	  “periodo	  anovulatorio	  stagionale”,	  proprio	  perché	  alcune	  cavalle	  esibiscono	  dei	  segni	  comportamentali	  tipici	  dell’estro,	  anche	  se	  spesso	  è	  debole	  e	  irregolare,	  nonostante	  abbiano	  ovaie	  piccole	  e	  inattive	  (Ginther,	  1992).	  	  La	  durata	  di	  questo	  stato	  di	  quiescenza	  ovarica,	  in	  aggiunta	  al	  grado	  in	  cui	  le	  ovaie	  regrediscono,	  può	  essere	  molto	  influenzato	  dal	  BCS	  e	  dal	  piano	  nutrizionale.	  Cavalle	  con	  BCS	  tra	  6	  e	  9,	  hanno	  continuato	  a	  ciclare,	  o	  ad	  esibire	  attività	  follicolare	  durante	  l’inverno,	  specialmente	  in	  ambienti	  con	  climi	  temperati	  (Gentry	  et	  al.,	  2002a;	  Fitzgerald	  et	  al.,	  2002).	  L’ipotalamo	  appare	  essere	  il	  centro	  di	  controllo	  responsabile	  dell’assenza	  dell’attività	  ovarica.	  In	  questo	  periodo,	  le	  cavalle	  hanno	  bassi	  livelli	  di	  GnRH	  ipotalamico	  in	  confronto	  alla	  stagione	  di	  riproduzione	  (Hart	  et	  al.,	  1984).	  Questi	  bassi	  livelli	  al	  livello	  dell’ipofisi,	  riducono	  di	  molto	  la	  produzione	  dell’LH	  e	  in	  minor	  entità	  dell’FSH	  (Garza	  et	  al.,	  1986;	  Rabb	  et	  al.,	  1990).	  Il	  meccanismo	  con	  cui	  è	  controllata	  la	  stagione	  anovulatoria,	  è	  legato	  alle	  poche	  ore	  di	  luce	  caratteristiche	  del	  periodo	  autunnale-­‐invernale,	  che	  sembrano	  essere	  percepite	  dal	  cavallo	  tramite	  il	  segnale	  dato	  dalla	  melatonina	  prodotta	  dall’epifisi	  (Sharp,	  1980;	  Grubaugh	  et	  al.,	  1982;	  Kilmer	  et	  al.,	  1982).	  Il	  segnale	  della	  melatonina	  è	  interpretato	  dall’ipotalamo	  che	  modula	  la	  produzione	  e	  secrezione	  di	  GnRH	  e	  di	  conseguenza	  in	  maniera	  inversamente	  proporzionale	  alla	  produzione	  di	  melatonina	  (diminuisce	  in	  inverno	  e	  aumenta	  nelle	  giornate	  lunghe).	  L’aumento	  dell’input	  del	  GnRH	  agli	  stimoli	  pituitari	  sulla	  produzione	  e	  secrezione	  di	  FSH	  e	  LH,	  e	  l’aumento	  di	  concentrazioni	  in	  circolo	  di	  questi,	  stimola	  le	  ovaie	  a	  	  far	  sviluppare	  follicoli	  oltre	  i	  10	  mm,	  ed	  eventualmente	  a	  scatenare	  la	  catena	  di	  eventi	  che	  darà	  luogo	  all’ovulazione.	  	  E’	  stato	  provato	  un	  trattamento	  a	  base	  di	  luce	  artificiale	  per	  ribaltare	  l’anestro	  e	  l’anovulazione	  associata	  a	  questa	  stagione.	  L’effetto	  stimolatorio	  delle	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giornate	  lunghe	  nell’attività	  ovarica	  di	  cavalle	  è	  stato	  riportato	  per	  primo	  nel	  1947	  da	  Burkhardt,	  successivamente	  ci	  sono	  stati	  numerosi	  studi	  con	  diverse	  forme	  di	  fotoperiodo	  artificiale	  dai	  primi	  anni	  ’70	  (Sharp,	  1980;	  Kooistra	  e	  Ginther,	  1975;	  Oxender	  et	  al.,	  1977).	  	  Nello	  studio	  di	  Silvia	  et	  al.	  nel	  1992,	  è	  stato	  misurato	  il	  livello	  di	  GnRH	  dai	  vasi	  efferenti	  dell’ipofisi,	  ed	  emerse	  che	  i	  tassi	  di	  GnRH	  sono	  elevati	  due	  settimane	  dopo	  il	  solstizio	  invernale.	  Risultati	  simili	  sono	  stati	  riportati	  da	  Sharp	  e	  Grubaugh	  che	  nel	  1987	  misurarono	  le	  secrezioni	  di	  GnRH	  in	  cavalle	  in	  anestro	  ad	  intervalli	  settimanali	  dopo	  l’esposizione	  a	  luce	  artificiale	  con	  fotoperiodo	  crescente.	  Questi	  studi	  confermarono	  che	  il	  livello	  di	  GnRH	  è	  notevolmente	  aumentato	  in	  cavalle	  esposte	  a	  luce	  artificiale	  per	  solo	  due	  settimane.	  Ciò	  suggerisce	  che	  il	  primo	  evento	  in	  fase	  di	  transizione	  invernale	  è	  dato	  da	  un	  aumento	  del	  GnRH	  e	  gli	  eventi	  successivi	  consistono	  nell’aumento	  della	  secrezione	  dell’	  FSH	  e	  dello	  sviluppo	  follicolare.	  L’FSH	  inizia	  ad	  essere	  secreto	  nei	  primi	  giorni	  di	  Gennaio	  (Ginther,	  1992;	  Freedman	  et	  al.,	  1979;	  Sharp	  et	  al.,	  1991)	  e	  rimane	  variabilmente	  alto	  durante	  la	  transizione	  invernale.	  Watson	  et	  al.	  nel	  2002,	  hanno	  riportato	  che	  l’emergenza	  di	  ogni	  ondata	  follicolare	  è	  preceduta	  da	  un	  aumento	  di	  secrezione	  di	  FSH.	  Questo	  concorda	  con	  quello	  riportato	  da	  Donadeu	  e	  Ginther	  nel	  2002,	  i	  quali	  suggerirono	  che	  la	  relazione	  temporale	  tra	  la	  secrezione	  di	  FSH	  e	  le	  ondate	  follicolari	  nel	  periodo	  di	  transizione	  invernale	  hanno	  	  relazione	  casuale.	  Watson	  et	  al.	  nel	  2002,	  hanno	  anche	  riportato	  che	  questo	  periodo	  è	  caratterizzato	  da	  una	  media	  di	  3.7	  ondate	  follicolari.	  Ogni	  onda	  riporta	  un	  follicolo	  grande	  con	  più	  di	  30	  mm	  di	  diametro,	  con	  circa	  un	  lasso	  di	  tempo	  di	  10	  giorni	  di	  intervallo	  tra	  un’ondata	  e	  la	  successiva.	  Davis	  et	  al.	  nel	  1987,	  hanno	  segnalato	  che	  questo	  intervallo	  è	  di	  12	  giorni.	  	  	  	  
1.8	  	  Transizione	  primaverile	  	  E’	  un	  periodo	  nel	  quale,	  tramite	  una	  serie	  di	  eventi,	  vi	  è	  la	  ripresa	  graduale	  della	  capacità	  riproduttiva.	  E’	  un	  momento	  particolarmente	  importante	  per	  il	  management	  commerciale	  della	  fattrice,	  poiché	  in	  questa	  fase	  le	  fattrici	  esibiscono	  segni	  ambigui	  di	  estro	  (sia	  comportamentali	  che	  ecografici)	  che	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possano	  portare,	  ad	  esempio,	  ad	  un	  breeding	  errato	  determinando	  notevoli	  perdite	  economiche.	  Molti	  problemi	  legati	  al	  periodo	  di	  transizione	  possono	  essere	  evitati	  ricorrendo	  all’uso	  di:	  	  
• Fotoperiodo.	  Sebbene	  i	  cambiamenti	  del	  fotoperiodo	  possono	  alterare	  l’affidabilità	  dei	  tempi	  della	  transizione	  primaverile	  nella	  maggior	  parte	  delle	  cavalle	  (Ginther,	  1992b),	  il	  livello	  d’influenza	  che	  il	  fotoperiodo	  ha	  sulla	  transizione	  autunnale	  è	  poco	  chiaro.	  	  Nello	  studio	  di	  Kooistra	  e	  Ginther	  nel	  1975,	  è	  stato	  mostrato	  che	  i	  ponies	  esposti	  a	  diversi	  fotoperiodi	  stimolatori	  durante	  l’anno	  (15.5	  ore	  di	  luce	  al	  giorno)	  mostrarono	  intervalli	  riproduttivi	  stagionali	  non	  diversi	  dai	  controlli	  tenuti	  a	  luminosità	  ambientale	  in	  Wisconsin.	  E’	  stato	  iniziato	  lo	  studio	  il	  13	  Novembre,	  al	  quale	  hanno	  preso	  parte	  4	  gruppi:	  	  1) Gruppo	  di	  Controllo,	  con	  fotoperiodo	  naturale,	  1°ovulazione	  24	  Maggio.	  2) Gruppo	  1,	  con	  esposizione	  a	  9	  ore	  di	  luce	  e	  15	  ore	  di	  buio,	  ma	  l’ovulazione	  più	  ritardata	  del	  gruppo	  di	  controllo,	  avvenuta	  il	  1	  Giugno.	  3) Gruppo2,	  esposizione	  a	  24	  ore	  di	  luce	  e	  0	  ore	  di	  buio,	  in	  questo	  caso	  c’è	  stata	  un’anticipazione	  dell’ovulazione,	  al	  18	  Aprile.	  4) Gruppo	  3,	  esposizione	  a	  16	  ore	  di	  luce	  e	  8	  ore	  di	  buio,	  è	  stato	  il	  più	  efficace	  in	  quanto	  la	  prima	  ovulazione	  è	  stata	  il	  1	  Marzo.	  Tuttavia	  quando	  i	  ponies	  furono	  esposti	  a	  questo	  massimo	  di	  luce	  giornaliera	  iniziando	  dal	  22	  Giugno,	  1	  Luglio	  o	  1	  Agosto	  attraverso	  l’autunno	  e	  inverno,	  venne	  sperimentato	  un	  ritardo	  nella	  transizione	  autunnale	  con	  un’insolita	  alta	  incidenza	  di	  persistenza	  di	  ciclicità	  in	  inverno	  (Scraba	  e	  Ginther,	  1985).	  	  	  Palmer	  e	  Driancurt	  nel	  1983,	  hanno	  condotto	  uno	  studio	  simile,	  iniziando	  il	  trattamento	  l’8	  Dicembre,	  e	  nello	  studio	  presero	  parte	  4	  gruppi	  di	  cavalle:	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  1) Gruppo	  di	  Controllo,	  hanno	  ovulato	  il	  15	  di	  Aprile.	  2) Gruppo	  1,	  le	  cavalle	  sono	  state	  esposte	  a	  16	  ore	  di	  luce	  e	  8	  di	  buio,	  hanno	  ovulato	  il	  17	  Febbraio.	  3) Gruppo	  2,	  c’è	  stata	  un’esposizione	  delle	  cavalle	  a	  8	  ore	  di	  luce,	  9	  ore	  di	  buio,	  1	  ora	  di	  luce	  e	  5,5	  ore	  di	  buio	  (con	  un	  totale	  di	  9	  ore	  di	  luce)	  ed	  hanno	  ovulato	  nello	  stesso	  periodo	  del	  gruppo	  1,	  il	  19	  Febbraio.	  4) Gruppo	  3,	  c’è	  stata	  un’esposizione	  a	  4	  ore	  di	  luce,	  9,5	  ore	  di	  buio,	  1	  ora	  di	  luce	  e	  9,5	  ore	  di	  buio	  (con	  un	  totale	  di	  5	  ore	  di	  luce)	  e,	  come	  gruppo	  2	  e	  3,	  le	  ovulazioni	  sono	  state	  il	  13	  Febbraio.	  	  Questo	  studio	  dimostrò	  che	  le	  cavalle	  non	  hanno	  necessariamente	  bisogno	  di	  16	  ore	  di	  luce	  e	  8	  ore	  di	  buio,	  ma	  hanno	  bisogno	  di	  un	  flash	  luminoso	  (1	  ora)	  9	  ore	  dopo	  il	  tramonto,	  ma	  è	  sconsigliato	  perché	  ogni	  settimana	  cambia	  la	  durata	  giornaliera.	  Nel	  2000,	  è	  stato	  effettuato	  uno	  studio	  da	  Guillaume	  et	  al.	  anche	  sull’intensità	  luminosa,	  è	  iniziato	  il	  20	  Dicembre	  e	  vi	  presero	  parte:	  	  1) Gruppo	  di	  controllo,	  che	  ha	  ovulato	  il	  30	  Aprile.	  2) Gruppo	  1,	  esposizione	  alla	  luce	  per	  35	  giorni,	  l’ovulazione	  il	  6	  Marzo.	  3) Gruppo	  2,	  esposizione	  a	  200	  giorni	  di	  luce,	  la	  data	  dell’ovulazione	  è	  la	  stessa	  del	  gruppo	  sopra.	  4) Gruppo	  3,	  esposizione	  alla	  luce	  con	  intensità	  di	  10	  lux,	  ed	  hanno	  ovulato	  il	  26	  Febbraio.	  5) Gruppo	  4,	  esposizione	  alla	  luce	  con	  un’intensità	  di	  200	  lux	  ed	  hanno	  ovulato	  il	  13	  di	  Febbraio.	  	  Quindi	  da	  questi	  studi,	  emerse	  che	  le	  16	  ore	  di	  luce	  e	  8	  di	  buio	  non	  prevenivano	  l’anestro,	  ma	  anticiparono	  di	  circa	  60	  giorni	  la	  prima	  ovulazione.	  Risultò	  efficace	  il	  trattamento	  per	  35	  giorni	  ad	  alta	  intensità,	  e	  perché	  la	  cavalla	  potè	  rispondere	  al	  trattamento,	  venne	  esposta	  per	  almeno	  40	  giorni	  ad	  un	  fotoperiodo	  negativo.	  	  Sembra	  che	  le	  ponies	  possono	  non	  essere	  influenzate	  dal	  fotoperiodo	  quando	  non	  ci	  sono	  variazioni	  stagionali	  nella	  lunghezza	  del	  giorno.	  Dato	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che	  i	  cavalli	  sono	  meno	  stagionali	  dei	  ponies,	  possiamo	  assumere	  un	  alto	  grado	  d’indipendenza	  dal	  fotoperiodo.	  Rimangono	  indefinite	  le	  cause	  di	  insuccesso	  della	  transizione	  autunnale	  che	  risulta	  in	  una	  persistente	  ciclicità	  in	  inverno.	  	  Questo	  grado	  di	  fluttuazioni	  del	  fotoperiodo	  tra	  stagioni,	  sembra	  avere	  un’influenza	  sulla	  percentuale	  di	  cavalle	  che	  riconoscono	  e	  rispondono	  all’arrivo	  della	  stagione	  invernale.	  	  
• Progestinici.	  I	  primi	  ad	  aver	  utilizzato	  progestinici	  per	  anticipare	  l’entrata	  in	  stagione	  riproduttiva	  sono	  stati	  Evans	  et	  al.	  nel	  1977,	  dai	  quali	  è	  stata	  riportata	  l’induzione	  di	  una	  secrezione	  aumentata	  di	  LH	  e	  FSH	  in	  cavalle	  acicliche.	  Squires	  et	  al.	  nel	  1983,	  hanno	  stato	  mostrato	  che	  la	  somministrazione	  di	  Altrenogest	  in	  32	  cavalle	  nel	  mese	  di	  Febbraio	  ha	  avuto	  effetti	  molto	  meno	  significativi	  che	  nel	  mese	  di	  Aprile,	  infatti	  delle	  32	  fattrici	  del	  gruppo	  di	  Febbraio	  solo	  3/32	  hanno	  mostrato	  sviluppo	  follicolare	  rispetto	  alle	  28/32	  del	  gruppo	  di	  Aprile.	  Alexander	  e	  Irvine	  nel	  1991,	  conclusero	  che	  il	  progesterone	  esogeno	  non	  ha	  consistenti	  effetti	  sullo	  sviluppo	  follicolare	  e	  sui	  pattern	  della	  gonadotropina	  in	  cavalle	  in	  transizione.	  	  Quindi	  dagli	  studi	  che	  sono	  stati	  eseguiti,	  si	  è	  concluso	  che	  il	  progesterone	  somministrato	  in	  cavalle	  in	  transizione	  primaverile	  può	  semplicemente	  mascherare	  il	  processo	  già	  in	  atto	  e	  le	  prove	  di	  un’accelerata	  attività	  riproduttiva,	  dopo	  la	  cessazione	  del	  progesterone,	  potrebbero	  semplicemente	  riflettere	  la	  parte	  finale	  della	  transizione	  primaverile.	  	  
• Trattamento	  con	  GnRH	  o	  analoghi	  in	  funzione	  della	  generazione	  di	  
pulsatilità	  di	  GnRH.	  Hyland	  et	  al.	  nel	  1987,	  hanno	  compiuto	  uno	  studio	  nel	  quale	  è	  stato	  somministrato	  GnRH	  alla	  dose	  di	  0,	  50	  e	  100	  ng/kg/hr	  per	  28	  giorni	  su	  30	  cavalle	  in	  anestro	  profondo	  ricorrendo	  all’uso	  di	  pompe	  mini	  osmotiche	  a	  rilascio	  continuo.	  E’	  stato	  riportato	  che	  0/10,	  3/10,	  7/10	  cavalle	  hanno	  ovulato	  rispettivamente.	  Da	  questi	  autori	  è	  stato	  anche	  riportato	  che,	  trattando	  le	  fattrici	  allo	  stesso	  modo	  in	  anestro	  leggero,	  è	  stata	  rilevata	  l’ovulazione	  25	  giorni	  dopo	  il	  trattamento	  nelle	  cavalle	  trattate	  e	  42	  giorni	  	  in	  quelle	  di	  controllo.	  Tuttavia	  questo	  tipo	  di	  studio	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presenta	  dei	  problemi	  d’interpretazione	  perché	  le	  diciture	  “anestro	  profondo”	  e	  “anestro	  leggero”	  non	  hanno	  una	  validità	  scientifica.	  Per	  questo	  motivo	  se	  si	  vuole	  ricorrere	  all’uso	  di	  GnRH	  conviene	  monitorare	  attentamente	  lo	  stato	  delle	  ovaie	  tramite	  ecografia.	  In	  successivi	  studi	  eseguiti	  da	  Davis	  et	  al.	  nel	  1986,	  sono	  stati	  utilizzati	  alcuni	  analoghi	  del	  GnRH	  con	  somministrazioni	  SID	  e	  BID.	  Dai	  campioni	  di	  sangue	  ottenuti	  sono	  stati	  misurati	  LH	  e	  FSH	  e	  lo	  sviluppo	  follicolare	  è	  stato	  monitorato	  giornalmente	  con	  le	  ecografie.	  FSH	  e	  sviluppo	  follicolare	  sono	  aumentati	  ma	  la	  secrezione	  di	  LH	  non	  è	  cambiata.	  In	  seguito	  le	  cavalle	  trattate	  con	  questi	  analoghi	  avevano	  mostrato	  lo	  sviluppo	  di	  grandi	  follicoli	  anovulatori	  per	  un	  lungo	  periodo.	  Questi	  risultati	  mostrarono	  il	  problema	  della	  transizione	  primaverile,	  perché	  l’FSH	  sembra	  disponibile	  al	  rilascio	  da	  parte	  dell’ipofisi,	  l’LH	  invece	  non	  lo	  è.	  Da	  Shermann	  et	  al.	  nel	  1992,	  è	  stato	  riportato	  che,	  ricorrendo	  all’analisi	  con	  Northern	  Blot	  dell’RNA	  totale	  dell’	  ipofisi	  equina	  l’mRNA	  che	  codifica	  per	  le	  subunità	  dell’LH	  non	  è	  stato	  rilevabile	  durante	  i	  mesi	  invernali.	  Per	  questo	  motivo	  tutti	  i	  tentativi	  di	  stimolare	  un	  anticipo	  della	  stagione	  riproduttiva	  utilizzando	  GnRH	  e	  derivati	  probabilmente	  sono	  destinati	  al	  fallimento,	  finchè	  non	  sarà	  scoperto	  qual	  è	  il	  meccanismo	  di	  attivazione	  della	  subunità	  dell’LH.	  Infatti	  il	  sunto	  del	  problema	  appare	  essere	  il	  ristabilimento	  del	  gene	  dell’LH.	  	  
• Prolattina	  esogena	  o	  dopamino	  antagonisti.	  E’	  possibile	  manipolare	  questo	  periodo	  di	  transizione	  per	  anticipare	  la	  prima	  ovulazione	  dell’anno,	  ma	  questo	  deve	  essere	  associato	  con	  il	  fotoperiodo	  artificiale	  e	  all’uso	  contemporaneo	  di	  dopamino	  antagonisti,	  quali	  la	  sulpiride.	  Besognet	  et	  al.	  nel	  1997,	  hanno	  condotto	  uno	  studio	  a	  partire	  dal	  5	  Febbraio,	  iniettando	  a	  due	  gruppi	  di	  cavalle	  (ogni	  gruppo	  composto	  da	  9	  cavalle)	  sulpiride	  (2	  mg/kg)	  giornalmente	  fino	  al	  58°	  giorno	  di	  somministrazione	  o	  fino	  al	  rilievo	  della	  prima	  ovulazione.	  Fu	  riportato	  che	  le	  concentrazioni	  di	  prolattina	  in	  circolo	  furono	  elevate,	  e	  che	  la	  data	  della	  prima	  ovulazione	  dell’anno	  fu	  significativamente	  anticipata	  nelle	  cavalle	  trattate	  con	  sulpiride.	  Contrariamente	  Donadeau	  e	  Thompson	  nel	  2002,	  hanno	  somministrato	  Sulpiride	  (1	  mg/kg	  per	  peso	  corporeo)	  nel	  periodo	  di	  anestro	  dal	  14	  di	  Gennaio	  al	  14	  di	  Febbraio	  e	  fu	  riportato	  che,	  sebbene	  i	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livelli	  di	  prolattina	  siano	  mantenuti	  elevati,	  non	  si	  individuarono	  cambiamenti	  di	  LH	  e	  FSH,	  né	  alcuna	  differenza	  nello	  sviluppo	  follicolare	  tra	  il	  gruppo	  di	  controllo	  e	  il	  gruppo	  di	  cavalle	  trattate.	  	  Una	  recente	  ricerca	  sull’uso	  di	  sulpiride	  ha	  rilevato	  che,	  nel	  periodo	  invernale,	  questo	  farmaco	  può	  stimolare	  la	  produzione	  di	  prolattina	  endogena	  (Besognet	  et	  al.,	  1997;	  Donadeu	  e	  Thompson,	  2002),	  e	  la	  crescita	  follicolare	  e,	  come	  sembrerebbe	  emergere	  da	  alcuni	  studi,	  la	  conseguente	  ovulazione	  (Besognet	  et	  al.,	  1997).	  	  Ci	  sono	  stati	  pareri	  discordanti	  sul	  successo	  dell’induzione	  dell’attività	  ovarica	  e	  dell’ovulazione	  con	  sostanze	  dopamino	  antagoniste.	  E’	  stato	  supposto	  che	  l’effetto	  di	  queste	  sia	  provocato	  dall’aumento	  di	  secrezione	  di	  prolattina	  e	  questa	  teoria	  è	  supportata	  dal	  fatto	  che	  la	  somministrazione	  di	  prolattina	  bovina	  (Nequin	  et	  al.,	  1993)	  o	  porcina	  (Thompson	  et	  al.,	  1997)	  ricombinante	  stimolasse	  l’attività	  ovarica	  nelle	  cavalle	  in	  stagione.	  Infine	  Kelley	  et	  al.	  nel	  2006	  hanno	  riportato	  che	  un	  pretrattamento	  in	  stagione	  anovulatoria,	  a	  base	  di	  estradiolo	  benzoato,	  potesse	  potenziare	  di	  molto	  la	  risposta	  della	  prolattina	  al	  trattamento	  con	  sulpiride,	  tant’è	  che	  in	  8	  cavalle	  su	  9	  determinò	  l’ovulazione	  in	  media	  29	  giorni	  dopo	  l’inizio	  del	  trattamento.	  Questo	  pretrattamento	  si	  è	  dimostrato	  essere	  un	  utile	  mezzo	  per	  aumentare	  il	  tasso	  di	  successo	  della	  terapia	  con	  dopamino	  antagonisti,	  ma	  attualmente	  in	  Europa	  l’uso	  di	  Estradiolo	  Benzoato	  è	  vietato.	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Capitolo	  2:	  Sostanze	  dompamino	  antagoniste	  
	  
	  
2.1 	  Dopamina:	  sintesi,	  localizzazione	  e	  meccanismo	  d’azione	  
	  La	  dopamina	  è	  un	  neurotrasmettitore	  encefalico	  precursore	  di	  adrenalina	  e	  noradrenalina,	  origina	  dalla	  tirosina	  e	  fenilalanina	  (amminoacidi).	  Contiene	  un	  anello	  aromatico	  con	  due	  gruppi	  ossidrilici	  e	  un	  gruppo	  aminico.	  	  
	  
Fig	  1:	  Struttura	  dopamina	  	  La	  dopamina,	  è	  sintetizzata	  nella	  midollare	  del	  surrene	  e	  nel	  SNC,	  e	  la	  sintesi	  avviene	  grazie	  alla	  tirosina	  che	  si	  lega	  all’enzima	  tirosina	  idrossilasi,	  per	  formare	  3,4-­‐diidrossifenilalanina	  (comunemente	  indicata	  con	  l’acronimo	  dopa,	  svolge	  un’azione	  adrenergica	  a	  livello	  del	  SNC).	  Questo	  viene	  rilasciato	  dalla	  tirosina	  idrossilasi	  	  e	  si	  lega	  ad	  un	  altro	  enzima,	  il	  dopa	  decarbossilasi,	  grazie	  al	  quale	  il	  dopa	  viene	  trasformato	  in	  dopamina.	  	  
	  
Fig	  2:	  Sintesi	  dopamina	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Tutti	  questi	  enzimi,	  coinvolti	  nella	  biosintesi	  della	  dopamina,	  sono	  situati	  nel	  citoplasma	  dei	  neuroni	  adrenergici	  e	  delle	  cellule	  cromaffini	  della	  midollare	  del	  surrene.	  L’accumulo	  di	  dopamina	  nel	  citoplasma,	  è	  limitato	  dalla	  monoammino	  ossidasi	  intracellulare	  (definiti	  MAO)	  un	  enzima	  localizzato	  esternamente	  alla	  membrana	  dei	  mitocondri	  delle	  diverse	  cellule	  corporee.	  Le	  MAO	  convertono	  le	  catecolamine,	  quindi	  la	  dopamina,	  in	  composti	  inattivi,	  ma	  in	  ogni	  caso	  può	  essere	  ricaptata	  mediante	  un	  processo	  attivo	  nelle	  vescicole	  di	  deposito.	  	  La	  dopamina	  svolge	  diverse	  funzioni,	  la	  più	  importante	  è	  l’inibizione	  del	  rilascio	  di	  prolattina	  da	  parte	  del	  lobo	  anteriore	  dell'ipofisi;	  a	  livello	  gastrointestinale	  il	  suo	  effetto	  principale	  è	  l'emesi	  e	  sul	  sistema	  nervoso	  simpatico	  determina:	  aumento	  della	  frequenza	  cardiaca	  e	  della	  pressione	  sanguigna.	  	  	  
2.2	  	  Recettori	  della	  dopamina	  
	  Attualmente	  i	  recettori	  sono	  distinti	  in	  due	  famiglie:	  	  
! Famiglia	  D1,	  sono	  postsinaptici	  e	  associati:	  ad	  una	  proteina	  Gs	  che	  attiva	  l’adenilatociclasi,	  che	  a	  sua	  volta	  va	  a	  formare	  l’AMP-­‐cicliclo	  (cAMP);	  o	  ad	  una	  proteina	  Gq	  che	  attiva	  la	  fosfolipasi	  C.	  Questa	  famiglia	  comprende	  due	  sottotipi:	  	  
• D1	  localizzati	  a	  livello	  del:	  talamo,	  ipotalamo,	  sistema	  limbico	  e	  muscolatura	  striata	  ed	  è	  quello	  maggiormente	  espresso	  rispetto	  al	  D5	  (Kebabian	  and	  Calne,	  1979).	  	  
• D5	  localizzati	  nell’ippocampo	  e	  ipotalamo	  (Sunahara	  et	  al.,	  1991).	  	  
! Famiglia	  D2,	  pre	  e	  postsinaptici	  associati	  alle	  proteina	  Gi	  che	  inibisce	  l’adenilatociclasi,	  riducono	  la	  formazione	  di	  cAMP	  ,di	  conseguenza	  determinano	  a	  livello	  cellulare	  un’apertura	  dei	  canali	  del	  K+	  e	  una	  chiusura	  di	  quelli	  del	  Ca++.	  Grazie	  a	  questi	  recettori,	  la	  dopamina	  può	  esplicare	  la	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sua	  azione	  sulla	  secrezione	  di	  prolattina	  dall’ipofisi	  (Munemura	  et	  al.,	  1980).	  A	  differenza	  della	  precendente	  famiglia,	  ha	  3	  sottotipi:	  	  
• D2	  (D2s	  “short”	  e	  D2l	  “long”	  differiscono	  per	  la	  lunghezza	  della	  catena	  della	  sequenza	  amminoacidica)	  localizzati	  nel	  muscolo	  striato	  e	  ipofisi	  (Kebabian	  and	  Calne,	  1979).	  	  
• D3	  localizzati	  nelle	  aree	  limbiche:	  nel	  bulbo	  olfattivo	  e	  ipotalamo	  (Sokoloff	  et	  al.,	  1990).	  	  
• D4	  localizzati	  in	  corteccia	  frontale,	  bulbo	  e	  mesencefalo	  (Van	  Tol	  et	  al.,	  1991).	  	   A	  partire	  dalla	  metà	  degli	  anni	  settanta,	  fu	  messa	  in	  atto	  una	  mappa	  	  sull’innervazione	  autonoma	  	  delle	  ovaie	  in	  fase	  follicolare,	  in	  12	  specie	  mammifere	  differenti	  e	  fu	  evidenziata	  una	  secrezione	  di	  dopamina,	  dalle	  cellule	  del	  follicolo	  di	  Graaf	  (Stephenson	  et	  al.,	  1981).	  Con	  lo	  sviluppo	  della	  tecnologia,	  è	  stato	  possibile	  individuare	  alti	  livelli	  di	  dopamina	  nel	  fluido	  antrale	  del	  follicolo	  preovulatorio	  umano	  (Bodis	  et	  al.,	  1993).	  Per	  quanto	  riguarda	  la	  cavalla,	  è	  stato	  possibile	  campionare	  il	  tessuto	  ovarico	  (in	  corteccia,	  midollo,	  granulosa/teca	  e	  corpo	  luteo),	  mediante	  metodiche	  di	  RT-­‐PCR,	  western	  blotting	  e	  immunoistochimica,	  che	  hanno	  confermato	  la	  presenza	  di	  questi	  recettori	  (King	  et	  al.,	  2005).	  
	  
	  
2.2 Sostanze	  dopamino	  antagoniste	  impiegate	  nella	  cavalla	  	  Sono	  disponibili	  molti	  dopamino	  antagonisti	  e	  differiscono	  fra	  loro	  dal	  recettore	  bersaglio.	  	  Nella	  riproduzione	  equina,	  soprattutto	  nei	  purosangue,	  per	  la	  nascita	  di	  puledri,	  hanno	  un	  importante	  impiego	  le	  sostanze	  dopamino	  antagoniste,	  la	  cui	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azione	  è	  migliore,	  se	  associate	  a	  fotoperiodo,	  per	  anticipare	  il	  primo	  calore	  della	  stagione.	  	  
2.2.1 Il	  Domperidone	  
	  
	  
Fig.3:	  Struttura	  domperidone	  	   E’	  un	  farmaco	  facente	  parte	  degli	  antagonisti	  periferici	  dei	  recettori	  dopaminergici.	  Ha	  una	  forte	  affinità	  verso	  i	  recettori	  D2	  e	  D3,	  generalmente	  somministrato	  per	  OS	  o	  EV,	  metabolizzato	  a	  livello	  epatico	  e	  intestinale	  (effetto	  primo	  passaggio).	  Nel	  cavallo	  la	  sua	  emivita	  è	  di	  7	  ore.	  Il	  suo	  trattamento	  ha	  avuto	  effetto	  nel	  determinare	  un	  aumento	  della	  concentrazione	  della	  prolattina,	  ma	  non	  ci	  sono	  stati	  effetti	  sulla	  secrezione	  di	  FSH	  e	  LH,	  probabilmente	  perché	  non	  passa	  la	  barriera	  emato-­‐encefalica	  in	  quanto	  poco	  liposolubile	  (Amhed,	  2011).	  
	  
2.2.2 La	  Sulpiride	  
	  
	  
Fig.4:	  Struttura	  sulpiride	  	   E’	  una	  molecola	  facente	  parte	  della	  classe	  delle	  benzamidi	  sostitute	  (neurolettici	  atipici	  appartenenti	  ai	  tranquillanti	  maggiori).	  E’	  antagonista	  altamente	  selettivo	  dei	  recettori	  D2	  post	  sinaptici,	  soprattutto	  a	  livello	  dell’area	  limbica	  e	  questo	  spiega	  la	  quasi	  assente	  presenza	  di	  effetti	  collaterali	  extrapiramidali;	  ha	  anche	  un’azione,	  seppur	  minore,	  verso	  i	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recettori	  D3	  e	  D4,	  quasi	  del	  tutto	  assente	  verso	  i	  recettori	  D5	  e	  D1.	  La	  sua	  emivita	  è	  di	  7	  ore	  (Amhed,	  2011).	  Nelle	  cavalle	  viene	  generalmente	  somministrata	  una	  dose	  di	  sulpiride	  di	  1	  mg/kg	  BID,	  per	  un	  tempo	  massimo	  di	  21	  giorni	  iniziando	  dopo	  14,5	  ore	  di	  luce	  e	  9,5	  ore	  di	  buio	  (Duchamp	  e	  Daels,	  2002).	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Capitolo	  3:	  Impiego	  della	  sulpiride	  in	  medicina	  umana	  
	  	  In	  medicina	  umana	  la	  sulpiride	  è	  stata	  impiegata	  principalmente	  come	  antipsicotico	  e	  antidepressivo.	  La	  sulpiride	  per	  i	  suoi	  intensi	  effetti	  si	  avvicina	  molto	  ai	  farmaci	  neurolettici	  (Clorpromazide),	  ma	  si	  differenzia	  da	  questi	  poiché	  sprovvista	  di	  attività	  sedativa,	  esplica	  una	  modica	  azione	  catatonica	  (atteggiamenti	  stuporosi,	  pose	  statuarie,	  immobilità	  della	  mimica,	  mutismo,	  possibilità	  di	  permanere	  a	  lungo	  in	  atteggiamenti	  faticosi,	  tipici	  della	  Schizofrenia,	  autismo,	  sindrome	  parkinsoniana	  o	  psicosi	  ad	  impronta	  depressiva)	  a	  dosi	  elevate,	  ed	  ha	  una	  pronunciata	  attività	  sul	  SNC.	  	  Nel	  trattamento	  della	  schizofrenia,	  è	  consigliata	  una	  dose	  orale	  di	  200-­‐400	  mg	  due	  volte	  al	  giorno,	  con	  un	  graduale	  aumento	  di	  200	  mg	  basato	  sulle	  risposte	  cliniche,	  fino	  ad	  un	  massimo	  di	  1200	  mg	  al	  giorno	  (Reynolds,	  1993).	  La	  riduzione	  della	  dose	  è	  consigliata	  in	  pazienti	  che	  presentino	  dei	  danni	  all’apparato	  renale	  (Bressolle	  et	  al.,	  1989).	  La	  sulpiride	  mostra	  un’attività	  sui	  seguenti	  apparati:	  	  1. SNC:	  ha	  un	  effetto	  nelle	  diverse	  forme	  di	  depressione,	  in	  particolar	  modo	  nelle	  vere	  psicosi	  (Borenstein	  et	  al.,	  1969;	  Cassano	  et	  al.,	  1975),	  ha	  un’importante	  componente	  timoanalettica	  (Borenstein	  et	  al.,	  1969;	  Collard,	  1969),	  ha	  un	  più	  rapido	  inizio	  d’azione	  rispetto	  ai	  neurolettici	  ed	  una	  bassa	  incidenza	  di	  effetti	  collaterali	  (Borenstein	  et	  al.,	  1969;	  Mielke	  et	  al.,	  1977).	  A	  basse	  dosi	  ha	  effetti	  depressanti,	  ma	  ad	  alte	  ha	  un’azione	  antipsicotioca.	  Mostra	  un	  effetto	  peculiare	  verso	  i	  recettori	  encefalici	  D2	  e	  D4,	  con	  una	  bassa	  frequenza	  di	  effetti	  collaterali	  extrapiramidali.	  	  	  Questo	  farmaco	  è	  utilizzato	  nelle	  forme	  di	  autismo	  (Collard,	  1969;	  Miller	  and	  Wallis,	  1979),	  condizioni	  di	  fobia	  (Abe,	  1975),	  sindromi	  ipercinetiche	  (Passeri	  et	  al.,	  1974).	  	  	  
• Comportamento:	  sembrerebbe	  avvalorato	  da	  studi	  che	  le	  vie	  dopaminergiche	  mesolimbiche	  influenzino	  la	  funzione	  motoria,	  così	  che	  i	  dopamino	  agonisti	  stimolino	  l’attività	  motoria	  e	  gli	  antagonisti	  la	  inibiscano	  (Jenner	  and	  Marsden,	  1979).	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• Emesi:	  La	  sulpiride	  è	  un	  potente	  inibitore	  dell’emesi	  indotta	  ad	  esempio	  dall’apomorfina	  nell’uomo	  (Corsini	  et	  al.,	  1979).	  	  
	  
• Secrezione	  prolattina:	  il	  rilascio	  di	  prolattina	  dall’ipofisi	  anteriore	  è	  regolato	  da	  un	  sistema	  dopaminergico	  inibitorio	  dato	  dall’azione	  diretta	  dei	  dopamino	  antagonisti	  su	  specifici	  recettori	  localizzati	  anche	  fuori	  dalla	  barriera	  emato-­‐encefalica	  (Macleod,	  1976),	  causando	  iperprolattinemia.	  La	  sulpiride	  è	  attiva	  anche	  a	  dosi	  molto	  basse	  (<	  0,5	  mg/kg)	  (Meltzer	  et	  al.,	  1979).	  	  
	  
2. Sistema	  Gastro-­‐Enterico:	  oltre	  che	  mostrare	  attività	  antiemetiche,	  nell’uomo	  stimola	  la	  motilità	  gastro-­‐intestinale	  (Stadaas	  and	  Aune,	  1975),	  anche	  se	  questi	  effetti	  sono	  meno	  pronunciati	  rispetto	  alla	  Metoclopramide.	  Alcuni	  recettori	  postgiunzionali	  sono	  stati	  identificati	  nel	  tratto	  gastroenterico	  e	  nelle	  ghiandole	  endocrine	  (Goldberg	  et	  al.,	  1978).	  Le	  sostanze	  dopamino	  antagoniste	  giocano	  un	  ruolo	  fisiologico	  come	  modulatori	  della	  trasmissione	  colinergica	  in	  questa	  regione	  (Thorner,	  1975).	  La	  sulpiride	  influenza	  anche	  la	  secrezione	  acido	  gastrica	  ed	  è	  stata	  utilizzata	  nel	  trattamento	  delle	  ulcere	  duodenali	  in	  associazione	  con	  degli	  antiacidi;	  esplica	  anche	  azione	  antidolorifica	  (Lam	  et	  al.,	  1978).	  La	  sua	  azione	  è	  sfruttata	  anche	  nella	  sindrome	  del	  colon	  irritabile,	  è	  utilizzata	  ad	  una	  dose	  di	  50-­‐150	  mg,	  ed	  è	  lentamente	  assorbita	  dal	  tratto	  gastro-­‐enterico,	  con	  dei	  picchi	  nel	  siero	  intorno	  alle	  2-­‐6	  ore,	  con	  una	  biodisponibilità	  di	  circa	  il	  27%	  (Wisel	  et	  al.,	  1980).	  Un’alta	  percentuale	  della	  dose	  orale	  di	  sulpiride	  è	  stata	  riscontrata	  nelle	  feci	  (Balant-­‐Gorgia	  and	  Balant,	  1987).	  
	  3. Sistema	  cardio-­‐vascolare:	  i	  recettori	  dopaminergici	  sono	  collocati	  in	  posizione	  postsinaptica	  in	  particolari	  letti	  vascolari	  nei	  quali	  mediano	  vasodilatazione,	  e	  anche	  nei	  siti	  pregiunzionali	  delle	  terminazioni	  adrenergiche	  dei	  nervi	  dove	  la	  loro	  eccitazione	  inibisce	  il	  rilascio	  di	  noradrenalina	  (Pendleton	  and	  Setler,	  1977;	  Goldberg	  et	  al.,	  1978).	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Nella	  seconda	  metà	  degli	  anni	  ’90	  la	  sulpiride	  era	  conosciuta	  per	  la	  sua	  attività	  ansiolitica	  e	  che	  in	  certi	  casi	  (nella	  donna)	  poteva	  determinare	  galattorrea	  o	  amenorrea	  (Netter	  et	  al.,	  1972).	  Nel	  1976	  da	  Mancini	  et	  al.,	  è	  stato	  approntato	  uno	  studio	  sugli	  effetti	  di	  una	  somministrazione	  acuta	  e	  cronica	  sui	  livelli	  di	  prolattina	  nel	  siero	  dell’uomo.	  	  a) Effetti	  somministrazione	  acuta:	  16	  volontari,	  dei	  quali	  6	  donne	  con	  mestruo	  o	  ovulazione,	  di	  età	  compresa	  fra	  i	  15	  e	  40	  anni,	  4	  uomini	  fra	  i	  15	  e	  i	  30	  anni,	  e	  3	  uomini	  e	  3	  donne	  per	  il	  gruppo	  di	  controllo.	  A	  questi	  è	  stata	  somministrata	  una	  dose	  di	  sulpiride	  solfato	  pari	  a	  100	  mg	  IM	  alle	  8.00	  a.m.,	  al	  gruppo	  di	  controllo	  sono	  stati	  somministrati	  2	  ml	  di	  una	  soluzione	  salina	  allo	  0,9%.	  Nelle	  donne	  è	  stata	  fornita	  tra	  l’ottavo	  ed	  il	  10	  giorno	  del	  ciclo	  mestruale.	  In	  seguito	  sono	  stati	  eseguiti	  dei	  prelievi	  di	  sangue	  a	  tempo	  0	  (prima	  della	  somministrazione),	  30,	  60	  e	  120	  minuti.	  b) Effetti	  somministrazione	  cronica:	  6	  donne	  dopo	  la	  menopausa	  in	  un	  età	  compresa	  fra	  i	  45	  e	  i	  53	  anni.	  La	  durata	  del	  trattamento	  è	  stata	  di	  10	  giorni,	  e	  sono	  stati	  somministrati	  50	  mg	  TID	  per	  OS.	  I	  prelievi	  di	  sangue	  sono	  stati	  fatti	  prima	  e	  dopo	  8	  ore	  dall’ultima	  dose	  del	  farmaco.	  	  Da	  questo	  studio	  emerse	  che	  sia	  in	  uomini	  che	  donne,	  la	  sulpiride	  incrementò	  il	  livello	  sierico	  della	  prolattina,	  mentre	  il	  gruppo	  di	  controllo	  non	  mostrò	  cambiamenti.	  Il	  picco	  di	  prolattina	  si	  osservò	  30	  minuti	  dopo	  la	  somministrazione	  rispetto	  al	  tempo	  0	  in	  entrambi	  i	  sessi,	  a	  120	  minuti	  i	  livelli	  rimasero	  più	  alti	  che	  al	  tempo	  0.	  La	  somministrazione	  cronica	  determinò	  un	  aumento	  dei	  livelli	  di	  prolattina	  in	  molti	  pazienti,	  in	  quella	  acuta	  si	  è	  riscontrato	  un	  aumento	  di	  prolattina	  ma	  solo	  in	  pochissimi	  pazienti.	  Un	  effetto	  collaterale	  comune	  nell’uomo	  adulto,	  ma	  osservato	  anche	  nel	  cavallo,	  è	  stata	  la	  ginecomastia	  causata	  soprattutto	  da	  un’elevata	  azione	  degli	  estrogeni,	  i	  quali	  hanno	  avuto	  un	  effetto	  stimolatorio	  verso	  il	  tessuto	  mammario	  (Poulsen,	  1977).	  La	  sulpiride,	  bloccando	  l’attività	  dopaminergica,	  a	  livello	  dei	  recettori	  D2,	  D3	  e	  D4	  determina	  un	  aumento	  dei	  livelli	  di	  prolattina	  (Rubin,	  1987).	  Sebbene	  i	  dati	  tra	  la	  ginecomastia	  e	  la	  prolattina	  siano	  contraddittori	  (Richelson,	  1996;	  Turkington,	  1972),	  è	  stato	  ipotizzato	  che	  i	  disordini	  della	  funzione	  ipotalamo-­‐ipofisi	  siano	  i	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responsabili	  dell’aumento	  di	  prolattina	  (Franks	  et	  al.,	  1978).	  I	  dopamino	  antagonisti	  mostrarono	  di	  avere	  un	  effetto	  stimolatorio	  delle	  gonadotropine	  durante	  la	  terapia	  con	  sulpiride.	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Capitolo	  4:	  Impiego	  della	  sulpiride	  nella	  cavalla	  
	  
	  
4.1	  	  Intossicazione	  da	  Festuca	  arundinacea	  
	  La	  Festuca	  arundinacea,	  è	  una	  pianta	  che	  rientra	  nella	  famiglia	  delle	  Graminacee,	  originaria	  di	  Europa,	  e	  Nord	  Africa,	  poi	  introdotta	  in	  coltura	  in	  America	  settentrionale	  e	  meridionale.	  	  	  
	  
Fig.5:	  Festuca	  arundinacea	  	  Dagli	  anni	  quaranta,	  la	  sua	  coltivazione	  assunse	  un	  largo	  uso	  dai	  pastori,	  ma	  proprio	  da	  quel	  momento	  iniziarono	  a	  manifestarsi	  i	  primi	  disturbi	  riportati	  negli	  animali	  al	  pascolo.	  E’	  stato	  ipotizzato	  che	  la	  causa	  non	  sia	  la	  pianta	  in	  se	  per	  se,	  ma	  l’effetto	  tossico	  dovuto	  ad	  un	  fungo	  endofita	  Acremonium	  
coenophialum	  infestante	  la	  pianta,	  il	  quale	  contribuiva	  a	  dare	  resistenza	  alla	  pianta	  proteggendola	  dall’azione	  degli	  insetti;	  ma	  anche	  a	  produrre	  una	  sostanza	  alcaloide,	  l’Ergovalina,	  che	  ha	  un’alta	  affinità	  per	  i	  recettori	  della	  dopamina,	  determinante	  la	  sindrome	  tossica	  nei	  cavalli	  (Robbins	  et	  al.,	  1977).	  E’	  stato	  condotto	  uno	  studio	  da	  Monroe	  et	  al.	  nel	  1988,	  su	  delle	  fattrici	  riunite	  in	  due	  gruppi,	  un	  gruppo	  situato	  in	  un	  pascolo	  con	  Festuca	  infetta	  dall’endofita,	  l’altro	  in	  un	  pascolo	  con	  Festuca	  non	  infetta.	  Il	  gruppo	  al	  pascolo	  con	  Festuca	  infetta	  mostrò	  un’alta	  incidenza	  di:	  	  
CASE REPORT
Fescue-associated oedema of horses grazing on endophyte-
inoculated tall fescue grass (Festuca arundinacea) pasturesavj_519 492..498
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A new form of toxicity called equine fescue oedema is described.
The clinical signs included inappetence, depression, and subcuta-
neous oedema of the head, neck, chest and abdomen. Aﬀected
horses had very low plasma albumin values.
The toxicity aﬀected 48 of 56 horses on six farms in diﬀerent states
of Australia, and 4 horses have died. All horses were grazing pas-
tures that had been sownwith varieties ofMediterranean tall fescue
(Festuca arundinacea) that carry the endophyte known as Max P or
Max Q. It is proposed that a pyrrolizidine alkaloid, N-acetyl norlo-
line, which is produced by the Max P endophyte, may be respon-
sible for this new toxicity in horses.
Keywords endophyte; fescue; horses; oedema; poisoning; pyr-
rolizidine alkaloid; toxicity
Abbreviations EFO, equine fescue oedema
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Tall fescue (Festuca arundinacea) is a perennial pasture grassthat originated in Europe and North Africa (Figure 1). Com-mercially available varieties are divided into Continental and
Mediterranean genotypes, the former displaying summer growth and
the latter having winter growth activity.1,2 Until 2001 all tall fescue
varieties sown internationally were the Continental type and then the
Mediterranean genotypes, including selected endophyte-inoculated
seed lines, were released for commercial use, initially in South
America in 2001, then in both North America and Australia in 2003.
Fescue toxicosis has been observed in horses, cattle and sheep grazing
Continental tall fescue infected with wild strains of the endophyte
Neotyphodium coenophialum for at least 100 years.3 Wild strains of
this fungus can produce a range of toxic ergopeptide alkaloids of
which ergovaline is the predominant compound.4 They can also
produce two groups of unrelated alkaloids called peramines and
lolines.5,6 Each of these alkaloids contributes to the good health of the
fescue plant by acting as insecticides. The toxicity of ergovaline in
farm livestock is well established, but there are as yet no reports of
studies in which the potential toxicity of peramines or lolines in farm
livestock has been investigated.
Fescue toxicosis in horses typically presents as either a reproductive
problem or a summer ill-thrift problem.3 In cattle and sheep, fescue
toxicosis most commonly presents as summer ill-thrift,3 characterised
by reduced feed intake, reduced live weight gain, reducedmilk produc-
tion, hyperthermia and, in some cases, diarrhoea. On rare occasions
during the winter period, fescue toxicosis in ruminants can present as
peripher l gangrene andbecause this usually involves the distal limbs it
is often referred to as ‘fescue foot’.3 Ergot alkaloids are responsible for
most manifestations of fescue toxicoses, but their specific contributio
to ‘fescue foot’ remains unclear. Reproductive problems can occur in
ruminants grazing fescue, but are more commonly encountered in
horses and include failure of embryos to implant, death of early stage
embryos, late termabortions,small birthweights, increasednumbers of
stillbirths and an increase in neonatal deaths during the first 24 h.3
Between October 2007 and December 2008 a new toxicosis, equine
fescue oedema (EFO), occurred in horses grazing pastures that con-
tained tall fescue grass at Scone, Cootamundra,Albury and Canowin-
dra in New South Wales, at Kangarilla in South Australia and at
Katanning inWestern Australia. A total of 56 adult horses had grazed
these toxic pastures and of these 48 became intoxicated and 4 died.
Each of the pastures associated with the toxicosis had been sown with
Mediterranean tall fescue varieties infected with a specific strain of N.
coenophialum, AR542 (Max P or Max Q; Grasslanz Technology–
PGG–Wrightson Seeds) that did not produce ergovaline. Continental
tall fescue infected with wild endophyte producing ergopeptide alka-
loids was not involved. The amount of fescue present in each toxic
pasture varied from as little as 8% to as much as 95% of the feed on
*Correspondence author.
aOrange Agricultural Institute, Forest Rd, Orange, New South Wales 2800, Australia;
christopher.bourke1@bigpond.com
bKangarilla, South Australia, Australia
cRoss Watson Agriculture, Scone, NSW, Australia
Figure 1. Tall fescue grass (Festuca arundinacea), a perennial pasture
species sown in temperate climate zones.
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-­‐ agalassia	  (88%)	  in	  quanto	  la	  dopamina	  è	  il	  più	  potente	  inibitore	  della	  secrezione	  della	  prolattina	  a	  livello	  	  dell’ipofisi	  anteriore.	  -­‐ ritenzioni	  placentari	  (75%).	  -­‐ altri	  casi	  minori	  di	  mortalità	  fetale,	  distocia	  con	  feto	  spesso	  ruotato	  dai	  90	  ai	  180°	  e	  gestazione	  prolungata	  di	  circa	  27	  giorni	  (Monroe	  et	  al.,	  1988).	  	  Per	  poter	  trovare	  un	  trattamento	  a	  questa	  sindrome,	  furono	  prese	  in	  considerazione	  le	  sostanze	  dopamino	  antagoniste.	  I	  preferiti	  sono	  stati	  i	  farmaci	  facenti	  parte	  della	  famiglia	  dei	  benzamidi	  sostituite	  (fra	  cui	  la	  sulpiride),	  la	  somministrazione	  è	  stata	  per	  via	  orale,	  in	  forma	  farmaceutica	  di	  capsule,	  ed	  il	  corretto	  dosaggio	  è	  stato	  determinato	  sia	  dalla	  risposta	  comportamentale	  dell’animale,	  ma	  anche	  dalle	  concentrazioni	  di	  prolattina	  nel	  siero.	  I	  risultati	  dello	  studio	  confermarono	  un	  aumento	  dei	  livelli	  di	  prolattina	  nel	  siero;	  la	  specificità	  della	  sulpiride	  per	  i	  recettori	  D2	  è	  la	  conferma	  che	  l’alcaloide	  contenuto	  nel	  fungo	  endofita	  sia	  un	  potente	  dopamino	  agonista	  specifico	  per	  i	  recettori	  D2	  (Liphanm	  et	  al.,	  1989).	  Fu	  mostrato	  nel	  1994da	  Redmond	  et	  al.,	  che	  la	  sulpiride	  a	  3,3	  mg/kg	  per	  OS	  una	  volta	  al	  giorno	  migliorava	  gli	  effetti	  di	  ipoprolattinemia	  data	  dall’intossicazione	  di	  ergovalina,	  ed	  iniziando	  il	  trattamento	  da	  300	  giorni	  di	  gestazione,	  non	  incise	  sulla	  durata	  della	  stessa	  (a	  differenza	  del	  domperidone,	  preferito	  da	  alcuni	  autori	  e	  usato	  a	  una	  dose	  di	  1,1	  mg/kg	  per	  OS	  SID,	  che	  riduce	  il	  tempo	  di	  gestazione).	  A	  14	  giorni	  dalla	  somministrazione	  portò	  ad	  uno	  sviluppo	  della	  ghiandola	  mammaria	  e	  allo	  stesso	  tempo	  aumentò	  le	  concentrazioni	  di	  progesterone	  incidendo	  sullo	  sviluppo	  della	  ghiandola	  mammaria.	  Le	  altre	  sostanze,	  facenti	  parte	  della	  classe	  delle	  benzamidi	  sostituite,	  non	  furono	  utilizzate	  per	  gli	  effetti	  collaterali	  che	  determinarono	  nei	  soggetti	  (Redmond	  et	  al.,	  1994).	  A	  tutto	  ciò,	  è	  bene	  accompagnare	  la	  terapia	  farmacologica	  ad	  un	  corretto	  management	  per	  prevenire	  l’intossicazione	  da	  Festuca	  arundinacea,	  allontanando	  le	  cavalle	  da	  pascoli	  contenti	  questa	  pianta.	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4.2 Induzione	  della	  lattazione	  
	  
4.2.1 Anatomia	  ghiandola	  mammaria	  
	  Nella	  cavalla,	  sono	  presenti	  due	  mammelle	  poste	  in	  posizione	  inguinale.	  Ciascuna	  mammella	  ha	  una	  forma	  di	  cono	  appiattito	  trasversalmente	  ed	  è	  separata	  dalla	  controlaterale	  da	  un	  netto	  solco	  intermammario.	  Il	  capezzolo	  ha	  una	  forma	  conoide,	  lungo	  2-­‐4	  cm	  e	  porta	  sull’apice	  due	  pori	  papillari,	  in	  quanto	  ogni	  mammella	  accoglie	  le	  ghiandole	  mammarie	  poste	  in	  posizione	  anteriore	  e	  posteriore,	  i	  lobi	  sono	  ben	  distinti	  e	  separati	  da	  abbondante	  tessuto	  connettivo	  e	  adiposo.	  La	  loro	  variazione	  in	  volume	  è	  abbastanza	  limitata.	  La	  pelle	  che	  riveste	  la	  mammella	  è	  sottile,	  pigmentata,	  fornita	  di	  peli,	  con	  notevole	  numero	  di	  ghiandole	  sebacee	  e	  sudoripare.	  La	  vascolarizzazione	  è	  garantita	  dall’arteria	  pudenda	  esterna,	  che	  raggiunge	  caudo-­‐lateralmente	  e	  si	  risolve	  nei	  rami	  craniale	  e	  caudale.	  Le	  vene,	  prendono	  origine	  da	  due	  reti,	  profonda	  e	  superficiale,	  per	  poi	  terminare	  nelle	  vene	  pudenda	  esterna	  e	  sottocutanea	  addominale.	  La	  rete	  linfatica	  è	  data	  dai	  linfonodi	  inguinali	  superficiali	  e	  lombari.	  L’innervazione	  deriva	  dai	  nervi	  lombari.	  La	  secrezione	  lattea,	  è	  possibile	  grazie	  a	  delle	  cellule	  epiteliali	  specializzate	  situate	  all’interno	  del	  lume	  alveolare	  e	  dei	  piccoli	  dotti.	  Le	  cellule	  mioepiteliali	  circondano	  gli	  alveoli	  e	  sono	  trovano	  importanza	  al	  momento	  dell’eiezione	  del	  latte	  seguito	  dal	  riflesso	  di	  suzione	  dato	  dal	  puledro.	  Il	  latte	  passa	  progressivamente	  dai	  grandi	  dotti	  lattiferi	  all’interno	  della	  cisterna	  del	  capezzolo	  prima	  di	  fuoriuscire	  dall’orifizio	  del	  capezzolo.	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4.2.2 Fisiologia	  della	  lattazione	  
	  Lo	  sviluppo	  della	  ghiandola	  mammaria	  e	  l’inizio	  della	  lattazione	  sono	  sotto	  il	  controllo	  dell’asse	  ipotalamo-­‐ipofisi,	  ovaie	  e	  placenta.	  	  La	  crescita	  della	  ghiandola	  mammaria	  e	  la	  galattopoiesi	  sono	  influenzate	  dagli	  steroidi	  del	  surrene	  e	  ovarici,	  prolattina,	  ossitocina,	  ormone	  della	  crescita	  e	  altri	  fattori.	  Gli	  estrogeni	  inducono	  lo	  sviluppo	  dei	  dotti	  mammari,	  il	  progesterone	  stimola	  la	  crescita	  lobulo-­‐alveolare	  ma	  allo	  stesso	  tempo	  inibisce	  la	  lattogenesi.	  L’inizio	  della	  lattogenesi,	  si	  pensa	  sia	  dovuto	  al	  calo	  del	  progesterone	  e	  all’aumento	  di	  prolattina	  (Mepham,	  1987).	  Le	  concentrazioni	  di	  prolattina	  nel	  plasma,	  iniziano	  ad	  accrescersi	  dal	  primo	  mese	  di	  gestazione	  (Nett	  et	  al.,	  1975),	  aumentano	  durante	  le	  ultime	  settimane	  di	  gestazione	  e	  rimangono	  tali	  anche	  nei	  primi	  momenti	  di	  lattazione,	  per	  poi	  diminuire	  a	  livelli	  basali	  1-­‐2	  mesi	  post-­‐partum	  (Worthy	  et	  al.,	  1986).	  Le	  massime	  concentrazioni	  di	  prolattina	  sono	  raggiunte	  2-­‐3	  giorni	  dopo	  il	  parto	  (Heidler	  et	  al.,	  2003).	  La	  produzione	  di	  prolattina	  dall’ipofisi	  anteriore	  permessa	  dai	  lattotropi,	  è	  regolata	  da	  secrezioni	  ipotalamiche	  di	  dopamina	  (Forsyth	  et	  al.,	  1975).	  Il	  rilascio	  di	  ossitocina,	  sintetizzata	  dal	  nucleo	  sopraottico	  e	  paraventricolare	  dell’ipotalamo,	  è	  determinato	  dal	  riflesso	  di	  suzione	  (un	  riflesso	  neuroendocrino)	  del	  puledro	  al	  momento	  dell’allattamento	  (Sharma,	  1974).	  Il	  rilascio	  induce	  contrazione	  delle	  cellule	  mioepiteliali	  che	  causa	  l’espulsione	  di	  latte	  dagli	  alveoli,	  dai	  dotti	  lattiferi	  e	  dalla	  cisterna	  del	  capezzolo	  (Ellendorff	  and	  Schams,	  1988).	  Se	  separiamo	  il	  puledro	  dalla	  madre	  per	  qualche	  ora,	  questo	  determina	  una	  diminuzione	  delle	  concentrazioni	  di	  prolattina.	  Quando	  al	  puledro	  è	  concesso	  l’allattamento,	  si	  sono	  osservati	  degli	  aumenti	  rapidi	  di	  prolattina	  nel	  plasma	  (Wiest	  and	  Thompson,	  1987).	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4.2.3	  	  Agalassia	  
	   L’agalassia	  consiste	  in	  un’insufficiente	  secrezione	  di	  colostro/latte	  dalla	  ghiandola	  mammaria	  in	  seguito	  al	  parto.	  Questo	  rappresenta	  un	  problema	  in	  quanto	  il	  puledro	  non	  potrà	  ricevere	  dalla	  madre	  un	  adeguato	  apporto	  di	  immunoglobilune	  e	  nutrienti	  a	  lui	  necessari.	  Ciò	  può	  essere	  dovuto	  a	  diverse	  cause	  quali:	  	  
o Ingestione	  di	  ergovalina	  
o Causa	  spontanea,	  soprattutto	  se	  primipare	  
o Somministrazione	  di	  dopamino	  agonisti	  	  
o Inadeguata	  nutrizione	  
o Stress	  	  La	  prima	  proposta	  d’induzione	  alla	  lattazione	  di	  fattrici	  non	  gravide,	  è	  sorta	  per	  fornire	  nutrimento	  e	  una	  mamma	  adottiva	  ai	  puledri	  orfani.	  L’orfano	  solitamente	  rappresenta	  un	  puledro	  con	  apparato	  gastroenterico	  sano	  e	  che	  necessita	  dell’apporto	  dei	  normali	  nutrienti.	  Il	  nutrimento	  dei	  puledri	  orfani	  è	  migliore	  se	  si	  crea	  un	  legame	  come	  figlio	  ad	  una	  possibile	  fattrice	  adottiva.	  Quest’ultimo	  aspetto	  garantisce	  che	  una	  migliore	  dieta	  fisiologica	  e	  un	  regime	  di	  allattamento,	  portino	  l’orfano	  ad	  un	  normale	  mantenimento	  sociale	  ed	  all’instaurarsi	  di	  un	  modello	  corretto	  di	  comportamento	  alimentare.	  E’	  stato	  osservato	  che	  i	  puledri	  allattati	  artificialmente,	  spesso	  hanno	  un	  legame	  fin	  troppo	  stretto	  con	  l’uomo,	  che	  lo	  sostituisce	  alla	  madre	  e	  i	  loro	  normali	  comportamenti	  sociali	  sono	  lenti	  a	  svilupparsi.	  Per	  questi	  motivi	  è	  preferibile	  cercare	  una	  fattrice	  con	  buon	  carattere	  e	  indole	  nell’accettare	  un	  puledro.	  La	  quantità	  di	  latte	  richiesto	  dall’orfano	  varia	  dall’individuo,	  dalla	  sua	  età,	  dal	  buono	  stato	  di	  salute	  e	  da	  un	  buon	  tasso	  di	  crescita.	  L’ingestione	  adeguata	  di	  latte	  può	  essere	  ottenuta	  con	  una	  media	  dell’1-­‐2,5%	  del	  loro	  peso	  corporeo	  giornaliero,	  con	  una	  normale	  consistenza	  di	  feci	  ed	  un	  volume	  e	  diluizione	  adeguate	  di	  urina.	  L’acqua	  fresca	  deve	  essere	  sempre	  a	  disposizione.	  Il	  peso	  giornaliero	  del	  puledro	  deve	  essere	  monitorarlo	  e	  l’accentuarsi	  della	  
	   48	  
crescita	  vi	  è	  necessità	  di	  stretto	  controllo	  per	  ridurre	  i	  rischi	  di	  DOD	  (Developmental	  Orthopedic	  Disease).	  Sono	  stati	  impiegati	  diversi	  protocolli	  per	  indurre	  la	  lattazione,	  con	  dopamino	  antagonisti,	  che	  nelle	  cavalle	  con	  agalassia	  ha	  portato	  ad	  una	  stimolazione	  della	  galattopoiesi	  (Chavatte-­‐Palmer	  et	  al.,	  2002;	  Daels	  et	  al.,	  2002).	  	  Per	  una	  corretta	  procedura	  d’induzione	  della	  lattazione	  in	  cavalle	  non	  gravide,	  è	  stato	  adottato	  questo	  protocollo	  (Chavatte-­‐Palmer	  et	  al.,	  2002;	  Daels	  et	  al.,	  2002;	  Steiner,	  2006;	  Daels,	  2006):	  	  a. Selezionare	  una	  cavalla	  tranquilla,	  preferibilmente	  ciclica,	  che	  abbia	  avuto	  in	  passato	  un	  puledro	  e	  lo	  abbia	  allattato.	  	  b. Somministrare	  estradiolo	  benzoato	  (50mg/500kg	  per	  via	  IM),	  la	  terapia	  con	  questo	  farmaco	  può	  essere	  continuata	  a	  giorni	  alterni	  durante	  il	  trattamento	  di	  dopamino	  antagonisti.	  In	  Europa	  l’uso	  di	  questo	  principio	  attivo	  è	  vietato.	  	   c. Iniziare	  la	  somministrazione	  di	  dopamino	  antagonisti,	  quali	  sulpiride	  (1mg/kg	  per	  via	  IM	  BID).	  	   d. Iniziare	  a	  mungere	  6	  volte	  al	  giorno	  dal	  4°	  al	  7°	  giorno	  di	  trattamento,	  quando	  lo	  sviluppo	  della	  mammella	  è	  aumentato	  di	  dimensioni.	  	   e. Ossitocina	  può	  essere	  somministrata	  (1-­‐5	  UI,	  IM	  o	  EV)	  1-­‐2	  minuti	  prima	  per	  promuovere	  l‘escrezione	  di	  latte.	  	   f. Introdurre	  il	  puledro	  dopo	  3-­‐4	  giorni	  dalla	  mungitura	  e	  quando	  la	  produzione	  raggiunge	  3-­‐5	  litri	  al	  giorno	  per	  una	  cavalla	  di	  500	  kg.	  	   g. Quando	  l’adozione	  è	  stata	  completata,	  il	  trattamento	  con	  sulpiride	  si	  sospende	  dopo	  diversi	  giorni.	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E’	  stato	  riscontrato	  che	  le	  cavalle	  pretrattate	  con	  11mg	  di	  estradiolo	  benzoato	  prima	  dell’inizio	  della	  terapia	  giornaliera	  con	  dopamino	  antagonisti,	  ha	  determinato	  un	  incremento	  significativo	  di	  prolattina	  (Kelley	  et	  al.,	  2006).	  	  Nelle	  fattrici	  non	  gravide,	  è	  stato	  anche	  osservato	  che,	  assieme	  alla	  somministrazione	  della	  sulpiride,	  il	  fotoperiodo	  ha	  una	  certa	  influenza	  sulla	  secrezione	  di	  prolattina.	  Con	  i	  naturali	  cambiamenti	  del	  periodo	  di	  luce,	  le	  concentrazioni	  di	  prolattina	  durante	  l’inverno	  (quando	  le	  ore	  di	  luce	  sono	  minori)	  risultano	  impercettibili,	  al	  contrario	  da	  Aprile	  e	  Settembre	  (con	  le	  ore	  di	  luce	  maggiori)	  le	  concentrazioni	  risultano	  elevate	  (Guillame,	  2001).	  Lo	  stesso	  effetto	  stagionale	  si	  è	  osservato	  anche	  nello	  stallone	  (Aurich	  et	  al.,	  1995).	  Quindi	  il	  rilascio	  di	  prolattina,	  in	  seguito	  ad	  iniezione	  della	  sulpiride	  nel	  periodo	  di	  transizione	  primaverile,	  ovvero	  da	  Gennaio	  ad	  Aprile,	  aumenta	  gradualmente	  (Guillame	  and	  Nagy,	  2001).	  Possiamo	  osservare	  un’influenza	  sulla	  produzione	  di	  latte	  della	  stagione	  fredda,	  dopo	  trattamento.	  	  
4.2.4	  	  Anestro	  da	  lattazione	  
	   E’	  una	  condizione	  che	  s’instaura	  subito	  dopo	  il	  parto	  o	  nel	  successivo	  estro	  post-­‐partum	  e	  può	  permanere	  per	  4-­‐6	  mesi	  fino	  allo	  svezzamento	  del	  puledro.	  Esistono	  diverse	  situazioni	  patologiche	  che	  permettono	  ciò,	  fra	  cui:	  	  
o Inadeguata	  nutrizione	  
o BCS	  basso	  
o Malattie	  croniche	  
o Stress	  
o Endometriti	  subcliniche,	  esempio	  le	  endometriti	  batteriche	  croniche	  	  
	  A	  differenza	  di	  altre	  specie,	  nella	  cavalla,	  la	  crescita	  follicolare	  e	  l’ovulazione	  sono	  riprese	  nei	  primi	  giorni	  post-­‐partum	  nella	  fattrice	  in	  lattazione	  (Ginther,	  1992a)	  e	  non	  impediscono	  l’allattamento	  del	  puledro.	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Meno	  del	  10%	  di	  fattrici	  non	  ovula	  entro	  i	  20	  giorni	  dopo	  il	  parto	  (Bain	  and	  Howey,	  1975)	  e	  questo	  anestro	  da	  lattazione	  non	  esiste	  come	  condizione	  fisiologica	  nella	  cavalla.	  	  Per	  indurre	  la	  ciclicità	  in	  cavalle	  con	  anestro	  da	  lattazione	  si	  è	  ricorso	  a	  diversi	  metodi:	  	  
• Allontanamento	  del	  puledro	  nel	  post-­‐partum.	  I	  primi	  a	  intraprendere	  questo	  studio	  sono	  stati	  Ginther	  et	  al.	  nel	  1972,	  i	  quali	  hanno	  voluto	  capire	  se	  la	  presenza	  o	  meno	  del	  puldero	  potesse	  influire	  sul	  ritorno	  in	  estro	  e	  sullo	  sviluppo	  follicolare.	  Sono	  state	  studiate	  4	  cavalle	  con	  puledro	  e	  4	  cavalle	  dalle	  quali	  è	  stato	  allontanato	  il	  puledro	  il	  giorno	  del	  parto,	  al	  giorno	  6	  post	  partum	  le	  8	  cavalle	  sono	  state	  ovarioectomizzate.	  E’	  emerso	  che	  in	  3	  su	  4	  cavalle	  con	  puledro	  allontanato	  si	  è	  manifestato	  prima	  il	  calore	  rispetto	  alle	  0/4	  con	  il	  redo.	  Si	  osservò	  anche	  la	  crescita	  di	  un	  follicolo	  di	  33,2	  mm	  in	  cavalle	  senza	  redo	  e	  20,8	  mm	  in	  cavalle	  con	  redo.	  	  In	  seguito,	  in	  uno	  studio	  di	  Turner	  et	  al.	  nel	  1979,	  è	  stato	  rimosso	  il	  puledro	  il	  giorno	  del	  parto	  riducendo	  l’intervallo	  dell’estro	  (da	  5	  a	  7,3	  giorni)	  e	  causando	  alti	  livelli	  di	  LH	  al	  giorno	  6	  post	  partum.	  Non	  si	  osservarono	  differenze	  nelle	  concentrazioni	  di	  FSH	  sia	  nel	  gruppo	  di	  cavalle	  con	  puledro	  che	  in	  quelle	  senza	  per	  i	  primi	  10	  giorni	  post	  partum,	  di	  contro,	  i	  livelli	  medi	  di	  FSH	  dopo	  10	  giorni	  e	  prima	  dell’ovulazione	  furono	  più	  alti	  nel	  gruppo	  di	  cavalle	  senza	  il	  puledro.	  Lo	  studio	  condotto	  da	  Ginther	  nel	  1979,	  è	  stato	  eseguito	  su	  2	  cavalle	  ponies	  osservate	  per	  90	  giorni	  dopo	  il	  parto,	  l’estro	  non	  fu	  osservato	  e	  le	  concentrazioni	  prepartum	  di	  LH	  rimasero	  a	  livelli	  basali.	  Dopo	  la	  rimozione	  del	  puledro	  al	  90°	  giorno,	  le	  cavalle	  mostrarono	  subito	  un	  incremento	  di	  LH	  e	  il	  ritorno	  in	  estro	  con	  successiva	  ovulazione.	  Sargent	  et	  al.	  nel	  1988,	  al	  3°-­‐4°	  giorno	  post	  partum	  rimossero	  i	  puledri	  dalla	  madre	  per	  24	  ore.	  La	  rimozione	  di	  puledri	  neonati	  non	  ebbe	  effetti	  sui	  profili	  dell’LH,	  sull’intervallo	  del	  primo	  estro	  ed	  ovulazione,	  o	  intervallo	  tra	  il	  primo	  e	  secondo	  periodo	  periovulatorio.	  L’allontanamento	  del	  puledro	  per	  4	  ore	  non	  ha	  alterato	  i	  livelli	  di	  FSH	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o	  LH	  delle	  cavalle	  nell’ora	  post	  rimozione,	  ma	  sono	  aumentati	  i	  livelli	  di	  prolattina	  in	  4	  di	  12	  cavalle	  (Wiest	  e	  Thompson,	  1987).	  	  	  
• Utilizzo	  della	  supiride.	  Questo	  trattamento	  è	  stato	  associato	  al	  fotoperiodo,	  le	  cavalle	  sono	  state	  sottoposte	  a	  14,5	  ore	  di	  luce	  per	  2	  settimane	  prima	  della	  somministrazione	  del	  farmaco,	  poi	  si	  è	  somministrata	  sulpiride	  1	  mg/kg	  via	  IM	  BID,	  per	  2-­‐3	  settimane	  (Besognet	  et	  al.,	  1997).	  Se	  non	  c’è	  risposta	  follicolare	  dopo	  18-­‐20	  giorni	  dal	  trattamento,	  è	  improbabile	  che	  la	  cavalla	  risponda.	  Le	  fattrici	  che	  hanno	  partorito	  nei	  primi	  mesi	  dell’anno,	  e	  che	  sono	  state	  affette	  da	  anestro	  di	  lattazione,	  dovrebbero	  essere	  preventivamente	  sottoposte	  a	  14,5	  ore	  di	  luce	  dal	  15	  di	  Dicembre	  o	  prima	  (per	  quanto	  riguarda	  l’emisfero	  nord)	  e	  il	  15	  di	  Giugno	  (emisfero	  sud).	  	  	  
4.3	  	  	  Anticipazione	  della	  prima	  ovulazione	  dell’anno	  
	   La	  stagione	  riproduttiva	  fisiologica	  della	  cavalla,	  si	  snoda	  nei	  mesi	  da	  Aprile	  a	  Settembre.	  Invece	  la	  stagione	  ufficiale	  di	  monta	  va	  dal	  15	  Febbraio	  al	  31	  Luglio.	  	  L’obiettivo	  dell’anticipare	  la	  prima	  ovulazione	  della	  stagione,	  consiste	  nell’avere:	  	  
" Nascita	  di	  puledri	  nei	  primi	  mesi	  dell’anno.	  
" Più	  cicli	  a	  disposizione	  per	  ottenere	  una	  gravidanza	  effettuata	  il	  prima	  possibile.	  	  Come	  detto	  nel	  capitolo	  precedente,	  si	  è	  ricorso	  all’uso	  di	  sostanze	  dopamino	  antagoniste	  per	  anticipare	  il	  primo	  calore	  poichè	  l’inibizione	  dei	  recettori	  D2,	  ha	  portato	  ad	  un	  aumento	  delle	  secrezioni	  di	  LH	  durante	  l’anestro,	  giocando	  un	  ruolo	  nella	  regolazione	  di	  quest’attività	  nella	  stagione	  riproduttiva	  e	  in	  pubertà.	  In	  studi	  passati,	  è	  stato	  visto	  che,	  somministrando	  giornalmente	  sulpiride	  e	  iniziando	  il	  trattamento	  all’inizio	  del	  mese	  di	  Febbraio,	  c’è	  stata	  un’anticipazione	  sul	  giorno	  della	  prima	  ovulazione	  e	  dell’inizio	  della	  stagione	  ovulatoria	  di	  cavalle	  in	  anestro	  stagionale.	  L’inizio	  dell’attività	  ovarica	  è	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associato	  con	  un	  aumento	  della	  pulsatilità	  di	  FSH	  e	  LH	  (Alexander	  and	  Irvine,	  1991).	  Nel	  1996	  è	  stato	  eseguito	  da	  Besognet	  et	  al.	  uno	  studio	  su	  14	  cavalle,	  con	  peso	  tra	  480-­‐650	  kg	  e	  4-­‐17	  anni	  d’età,	  che	  non	  presentavano	  problematiche	  sul	  tratto	  riproduttivo.	  Queste	  sono	  state	  tenute	  al	  pascolo,	  sotto	  fotoperiodo	  naturale.	  All’inizio	  dello	  studio,	  tutte	  le	  cavalle	  presentavano	  un	  quadro	  riconducente	  all’anestro	  stagionale	  (follicoli	  meno	  di	  20	  mm	  di	  diametro)	  e	  concentrazioni	  plasmatiche	  di	  progesterone	  al	  di	  sotto	  di	  1	  ng/ml.	  In	  seguito,	  queste	  sono	  state	  suddivise	  in	  due	  gruppi:	  	  
• Gruppo	  di	  controllo	  #	  8	  cavalle	  
• Gruppo	  trattato	  #	  6	  cavalle	  	  Alle	  cavalle	  del	  gruppo	  trattato,	  è	  stata	  somministrata	  sulpiride,	  per	  via	  IM	  ad	  una	  dose	  di	  1	  mg/kg.	  Il	  trattamento	  è	  iniziato	  il	  30	  di	  Gennaio	  per	  4	  cavalle,	  ed	  il	  31	  Gennaio	  per	  le	  restanti	  4	  cavalle,	  ed	  è	  continuato	  fino	  al	  giorno	  della	  loro	  prima	  ovulazione	  dell’anno.	  Durante	  lo	  studio,	  le	  cavalle	  sono	  state	  visitate	  mediante	  palpazione	  ed	  ecografia	  trans-­‐rettale	  giornalmente	  dalle	  8.00	  alle	  9.00	  o	  erano	  controllate	  appena	  mostravano	  un	  follicolo	  di	  35	  mm.	  I	  prelievi	  di	  sangue,	  per	  entrambi	  i	  gruppi,	  sono	  stati	  effettuati	  al	  giorno	  di	  trattamento	  1,	  11,	  e	  21,	  ogni	  15	  minuti	  per	  11	  ore,	  iniziando	  15	  minuti	  prima	  della	  somministrazione	  della	  sulpiride.	  Dai	  risultati	  di	  questo	  studio	  apparse	  che	  la	  durata	  del	  trattamento	  è	  andata	  dai	  23	  ai	  98	  giorni,	  e	  che	  il	  tempo	  medio	  della	  prima	  ovulazione	  fu	  significativamente	  anticipato	  nel	  gruppo	  di	  cavalle	  trattate	  (85,1	  giorni)	  rispetto	  al	  gruppo	  di	  controllo	  (106,2	  giorni).	  Le	  dimensioni	  medie	  del	  follicolo	  dominante	  sembravano	  essere	  più	  grandi	  per	  il	  gruppo	  di	  cavalle	  trattate	  al	  giorno	  21	  di	  trattamento.	  Dal	  punto	  di	  vista	  endocrino,	  si	  osservarono	  12	  pulsazioni	  di	  FSH	  nel	  gruppo	  trattato	  e	  6	  pulsazioni	  nel	  gruppo	  di	  controllo.	  Il	  giorno	  del	  trattamento	  non	  ebbe	  effetti	  significativi	  sulla	  secrezione	  pulsatile.	  Le	  concentrazioni	  medie	  e	  basali	  di	  FSH	  nel	  plasma	  sono	  risultate	  aumentate	  nel	  gruppo	  trattato	  rispetto	  a	  quello	  di	  controllo	  al	  giorno	  11	  e	  tendevano	  ad	  essere	  maggiori	  al	  giorno	  1	  e	  21;	  nell’ampiezza	  delle	  pulsazioni	  non	  vennero	  registrate	  delle	  differenze.	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Questo	  studio	  supporta	  l’ipotesi	  che	  la	  sulpiride	  abbia	  un	  effetto	  sulla	  regolazione	  della	  riproduzione	  stagionale	  in	  cavalle	  in	  anestro	  (Besognet	  et	  al.,	  1995),	  e	  che	  abbia	  anticipato	  lo	  sviluppo	  follicolare	  e	  il	  tempo	  medio	  della	  prima	  ovulazione.	  Contrariamente,	  il	  trattamento	  con	  GnRH	  esogeno	  iniziato	  nei	  mesi	  di	  Gennaio/Febbraio,	  ha	  indotto	  un	  ciclo	  ovulatorio,	  ma	  solitamente	  è	  stato	  seguito	  da	  un	  ritorno	  in	  anestro	  della	  fattrice	  (McCue	  et	  al.,	  1991;	  Mumford	  et	  al.,	  1994).	  	  Nel	  1997	  Besognet	  et	  al.,	  hanno	  compiuto	  uno	  studio	  su	  18	  cavalle	  non	  gravide	  dai	  3	  ai	  17	  anni,	  di	  peso	  tra	  i	  400	  e	  i	  650	  kg	  ed	  esposte	  a	  fotoperiodo	  naturale.	  All’inizio	  dello	  studio	  tutte	  presentavano	  una	  situazione	  di	  anestro	  stagionale.	  Le	  cavalle	  sono	  state	  divise	  in	  due	  gruppi:	  	  	  
• Gruppo	  di	  controllo	  #	  9	  cavalle	  
• Gruppo	  trattato	  #	  9	  cavalle	  	  In	  quest’ultimo	  gruppo	  è	  stata	  somministrata	  sulpiride	  fino	  alla	  prima	  ovulazione	  o	  per	  un	  massimo	  di	  58	  giorni,	  per	  via	  I.	  Per	  determinare	  la	  dose	  da	  somministrare	  è	  stato	  fatto	  riferimento	  a	  due	  studi:	  in	  uno	  studio	  furono	  somministrati	  100	  mg	  di	  sulpiride	  per	  via	  IM,	  i	  quali	  stimolarono	  la	  secrezione	  di	  prolattina	  in	  cavalle	  non	  gravide	  approssimativamente	  per	  7	  ore	  (Johnson	  and	  Becker,	  1987);	  nell’altro	  studio	  si	  fece	  riferimento	  alle	  dosi	  per	  il	  trattamento	  dell’intossicazione	  da	  Festuca,	  in	  cui	  il	  dosaggio	  varia	  da	  1.65	  a	  3.3	  mg/kg	  per	  OS	  (Redmond	  et	  al.,	  1994).	  In	  ambedue	  i	  gruppi,	  le	  cavalle	  sono	  state	  visitate	  due	  volte	  a	  settimana	  con	  palpazione	  ed	  ecografia	  trans-­‐rettale,	  cavalle	  che	  hanno	  ovulato	  in	  precedenza	  o	  che	  presentavano	  un	  follicolo	  di	  35	  mm	  sono	  state	  escluse	  dal	  protocollo.	  L’anticipo	  della	  prima	  ovulazione	  è	  stato	  marcato	  nel	  gruppo	  trattato	  con	  una	  media	  di	  77.3	  giorni,	  in	  confronto	  alle	  cavalle	  del	  gruppo	  di	  controllo	  che	  ebbero	  una	  media	  di	  110	  giorni.	  Il	  prelievo	  di	  sangue	  è	  stato	  eseguito	  3	  giorni	  a	  settimana	  per	  la	  valutazione	  della	  prolattina,	  le	  cui	  concentrazioni	  incrementarono	  notevolmente	  nelle	  2-­‐9	  ore	  successive	  alla	  somministrazione,	  per	  poi	  tornare	  a	  livelli	  basali	  24	  ore	  dopo.	  Durante	  i	  7	  e	  i	  21	  giorni	  precedenti	  alla	  prima	  ovulazione,	  non	  si	  sono	  osservate	  differenze	  fra	  la	  secrezione	  media	  di	  FSH	  e	  LH,	  anche	  per	  la	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secrezione	  degli	  estrogeni	  e	  non	  sono	  state	  rilevate	  delle	  differenze	  in	  entrambi	  i	  gruppi.	  Da	  ciò	  risultò	  che	  la	  somministrazione	  giornaliera	  della	  sulpiride	  incise	  sullo	  sviluppo,	  in	  dimensioni,	  dei	  follicoli	  preovulatori	  e	  confermò,	  come	  nello	  studio	  precedente,	  l’anticipo	  della	  prima	  ovulazione	  rispetto	  alle	  cavalle	  non	  trattate;	  questo	  indica	  che	  la	  dopamina	  esercita	  un	  effetto	  tonico	  inibitorio	  sui	  recettori	  D2,	  nello	  sviluppo	  follicolare	  ed	  ovulazione,	  durante	  la	  stagione	  di	  anestro.	  L’aumento	  delle	  secrezioni	  medie	  di	  LH	  e	  FSH	  nel	  momento	  dell’ovulazione,	  per	  le	  cavalle	  trattate,	  rispetto	  alle	  non	  trattate,	  indicò	  che	  l’inibizione	  dopaminergica	  della	  secrezione	  delle	  gonadotropine	  non	  fu	  completamente	  eliminata	  durante	  la	  prima	  ovulazione	  spontanea	  dell’anno.	  Nel	  2009,	  è	  stato	  condotto	  uno	  studio	  da	  Mari	  et	  al.,	  su	  26	  soggetti	  femmine	  di	  razza	  Trottatore,	  con	  età	  tra	  i	  3	  e	  i	  15	  anni	  e	  con	  un	  peso	  medio	  di	  400kg.	  Le	  cavalle	  sono	  state	  alloggiate	  in	  box,	  con	  possibilità	  durante	  il	  giorno	  di	  poter	  accedere	  al	  paddock,	  ed	  esposte	  a	  illuminazione	  ambientale	  prima	  e	  durante	  lo	  studio.	  Sono	  state	  scelte	  casualmente	  e	  inserite	  in	  due	  gruppi:	  	  
• Gruppo	  sulpiride	  #	  10,	  trattate	  con	  Championyl®	  alla	  dose	  di	  1	  mg/kg	  per	  via	  IM.	  
• Gruppo	  domperidone	  #	  10,	  trattate	  con	  Motilum®	  alla	  dose	  di	  1	  mg/kg	  per	  OS.	  
• Gruppo	  di	  controllo	  #	  6	  soggetti.	  	  Prima	  di	  iniziare	  il	  trattamento,	  alle	  cavalle	  ogni	  10	  giorni	  nel	  mese	  di	  Gennaio,	  è	  stato	  eseguito	  un	  prelievo	  del	  sangue	  per	  un	  totale	  di	  tre	  prelievi,	  per	  determinare	  i	  livelli	  di	  progesterone.	  Furono	  rilevate	  concentrazioni	  di	  progesterone	  inferiori	  a	  1	  ng/ml	  in	  tutte	  le	  cavalle,	  e	  questo	  confermò	  il	  loro	  stato	  di	  anestro	  prima	  dell’inizio	  del	  trattamento.	  	  	  	  Il	  trattamento	  per	  entrambi	  i	  gruppi	  ebbe	  una	  durata	  di	  25	  giorni,	  a	  partire	  dal	  3	  Febbraio	  (giorno	  0)	  fino	  al	  28	  Febbraio	  (giorno	  24).	  Le	  cavalle	  che	  ovularono	  durante	  il	  trattamento	  furono	  escluse.	  Sono	  state	  visitate	  e	  controllate	  mediante	  palpazione	  ed	  esame	  ecografico	  trans-­‐rettale;	  il	  giorno	  in	  cui	  furono	  rilevati	  uno	  o	  più	  follicoli	  con	  diametro	  
	   55	  
maggiore	  o	  uguale	  a	  25	  mm,	  fu	  considerato	  come	  l’inizio	  della	  fase	  di	  transizione.	  I	  prelievi	  del	  sangue,	  iniziarono	  dal	  3	  Febbraio	  e	  proseguirono	  fino	  ad	  una	  settimana	  dopo	  la	  fine	  del	  trattamento	  (6	  di	  Marzo)	  o	  fino	  all’ovulazione	  (nei	  casi	  in	  cui	  si	  verificava	  durante	  il	  trattamento).	  Nel	  gruppo	  di	  cavalle	  trattate	  con	  sulpiride,	  3	  ovularono	  durante	  il	  trattamento;	  3	  ovularono	  7	  giorni	  dopo	  la	  fine	  del	  trattamento;	  2	  ovularono	  14	  giorni	  dopo	  la	  fine	  del	  trattamento	  e	  2	  ovularono	  più	  di	  30	  giorni	  dopo	  la	  fine	  del	  trattamento.	  I	  gruppi	  trattati	  mostrarono	  alti	  livelli	  di	  LH	  rispetto	  al	  gruppo	  di	  controllo,	  10,	  19	  e	  21	  giorni	  dopo	  l’inizio	  del	  trattamento.	  Il	  diametro	  del	  follicolo	  dominante	  aumentò	  significativamente	  e	  dal	  giorno	  17	  il	  diametro	  medio	  fu	  più	  grande	  nel	  gruppo	  trattato	  con	  sulpiride	  che	  in	  quello	  trattato	  con	  domperidone.	  Nel	  gruppo	  di	  cavalle	  trattate	  con	  domperidone,	  2	  ovularono	  durante	  il	  trattamento	  e	  le	  restanti	  8	  dopo	  più	  di	  30	  giorni	  dalla	  fine.	  In	  questo	  gruppo,	  i	  livelli	  di	  LH	  furono	  più	  bassi	  che	  nel	  gruppo	  trattato	  con	  sulpiride.	  Del	  gruppo	  di	  controllo,	  nessuna	  ovulò	  durante	  il	  periodo	  di	  trattamento.	  Questo	  è	  stato	  il	  primo	  studio	  che	  ha	  messo	  a	  confronto	  le	  due	  sostanze	  dompamino	  antagoniste,	  è	  stato	  possibile	  valutare	  l’efficacia	  reale	  di	  ogni	  terapia	  farmacologica	  nell’induzione	  dell’ovulazione	  in	  cavalle	  in	  anestro	  profondo.	  Solo	  la	  sulpiride	  è	  risultata	  effettiva	  nell’accelerare	  il	  periodo	  di	  transizione	  e	  la	  prima	  ovulazione.	  Questa	  può	  essere	  combinata	  con	  altri	  protocolli	  farmacologici	  usati	  con	  successo	  solo	  in	  questo	  momento,	  quali	  i	  progestageni	  (Squires	  et	  al.,	  1983;	  Rutten	  et	  al.,	  1986);	  altrimenti	  un	  buon	  risultato	  si	  può	  ottenere	  combinandola	  con	  fotoperiodo	  artificiale	  per	  14	  giorni,	  seguito	  poi	  da	  somministrazioni	  di	  1	  mg/kg	  di	  sulpiride	  IM	  BID	  in	  un	  periodo	  massimo	  di	  21	  giorni	  (Duchamp	  and	  Daels,	  2002).	  La	  bassa	  attività	  del	  domperidone	  può	  essere	  spiegata	  dalla	  sua	  impossibilità	  nell’attraversare	  la	  barriera	  emato-­‐encefalica.	  In	  questo	  studio,	  l’aumento	  di	  LH	  si	  ebbe	  al	  momento	  dell’ovulazione	  di	  ogni	  gruppo,	  questo	  perché	  l’estradiolo	  che	  deriva	  dal	  follicolo	  preovulatorio,	  gioca	  un	  ruolo	  stimolatorio	  sulla	  secrezione	  dell’LH,	  confermando	  i	  risultati	  ottenuti	  da	  Kelly	  et	  al.	  nel	  2006,	  che	  mostrarono	  un	  effetto	  positivo	  nel	  pretrattamento	  con	  estradiolo	  nell’efficacia	  dei	  dopamino	  antagonisti.	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Panzani	  et	  al.	  nel	  2011,	  a	  partire	  dal	  6	  Gennaio	  per	  3	  anni	  consecutivi,	  hanno	  compiuto	  uno	  studio	  su	  un	  gruppo	  di	  cavalle	  trottatrici,	  usate	  come	  riceventi	  per	  embryo	  transfer,	  mantenute	  in	  paddocks	  con	  fotoperiodo	  naturale,	  di	  età	  media	  di	  7,8	  ±	  	  4,2	  anni,	  peso	  medio	  di	  486,6	  ±	  58,3	  Kg	  ed	  un	  BCS	  medio	  di	  5,8	  ±	  0,7.	  L’attività	  ovarica	  è	  stata	  monitorata	  con	  visita	  ed	  ecografia	  trans	  rettale,	  per	  verificare	  la	  presenza	  dell’anestro.	  A	  partire	  dal	  6	  di	  Febbraio,	  le	  cavalle	  in	  questa	  condizione	  sono	  state	  suddivise	  in	  due	  gruppi	  omogenei,	  sia	  per	  età	  che	  per	  BCS,	  chiamati:	  	  
• Gruppo	  trattato	  con	  sulpiride	  (S1)	  #	  34	  cavalle	  
• Gruppo	  di	  controllo	  (C1)	  #15	  cavalle	  	  Le	  visite	  del	  tratto	  riproduttivo	  sono	  state	  così	  organizzate:	  	  
• Una	  volta	  a	  settimana	  fino	  all’evidenza	  di	  un	  follicolo	  uguale	  o	  maggiore	  a	  20	  mm.	  
• Due	  volte	  a	  settimana	  al	  raggiungimento	  delle	  dimensioni	  tra	  20	  e	  25	  mm.	  
• Tre	  volte	  a	  settimana,	  con	  le	  dimensioni	  tra	  25	  e	  30	  mm.	  
• Giornalmente	  al	  raggiungimento	  dei	  30	  mm	  fino	  all’ovulazione.	  	  Alla	  visualizzazione	  ecografica	  di	  un	  follicolo	  di	  25	  mm	  o	  più,	  al	  gruppo	  S1	  è	  stato	  somministrato	  1	  mg/kg/die	  di	  sulpiride	  (Championyl®)	  per	  via	  IM,	  fino	  all’ovulazione	  o	  per	  un	  periodo	  massimo	  di	  21	  giorni;	  e	  sono	  state	  definite	  in	  estro	  con	  uno	  score	  di	  2	  (intermedia,	  leggermente	  o	  moderatamente	  percepibile	  la	  presenza	  di	  pieghe	  endometriali)	  in	  base	  alla	  classifica	  di	  Ginther	  and	  Pierson	  (1984).	  I	  risultati,	  mostrati	  nella	  tabella	  1,	  indicano	  l’intervallo	  di	  tempo	  dal	  1	  di	  Gennaio	  fino	  al	  primo	  follicolo	  con	  un	  diametro	  pari	  o	  maggiore	  di	  25	  mm,	  e	  dal	  primo	  follicolo	  di	  35	  mm	  o	  più	  fino	  all’ovulazione	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   To	  Ø	  ≥	  25	  mm	   To	  Ø	  ≥	  35	  mm	   To	  ovulation	  (n=26)	  
Gruppo	  S1	   71,5;	  30,0	   83,0;	  28,7	   96,0;	  33,0	  
Gruppo	  C1	   72,0;	  45,5	   95,0;	  30,0	   112,0;	  10,0	  	  
Tabella	  1:	  Intervallo	  (giorni)	  tra	  il	  1	  Gennaio	  e	  l’evidenza	  del	  primo	  follicolo	  ≥	  a	  25	  mm	  di	  diametro	  (Ø	  ≥	  25	  mm),	  il	  primo	  follicolo	  ≥	  a	  35	  mm	  di	  diametro	  (Ø	  ≥	  35	  mm)	  e	  l’ovulazione	  nei	  due	  gruppi.	  Mediana:	  range	  interquartile.	  	  Nella	  tabella	  2,	  è	  mostrato	  l’intervallo	  tra	  il	  rilievo	  del	  primo	  follicolo	  di	  25	  mm	  o	  più	  e	  il	  primo	  follicolo	  di	  35	  mm	  o	  più	  e	  l’ovulazione.	  	   Intervallo	  (giorni)	  tra	  il	  1	  Gennaio	  e	  l’evidenza	  del	  primo	  follicolo	  ≥	  a	  25	  mm	  di	  diametro	  (Ø	  ≥	  25	  mm),	  il	  primo	  follicolo	  ≥	  a	  35	  mm	  di	  diametro	  (Ø	  ≥	  35	  mm)	  e	  l’ovulazione	  nei	  due	  gruppi.	  Mediana:	  range	  interquartile.	  	  	   To	  Ø	  ≥	  35	  mm	   To	  ovulation	  
Gruppo	  S1	   8,0;	  11,0A	   18,0;	  11,7A	  
Gruppo	  C1	   22,0;	  29,5B	   43,0;	  40,0B	  
	  
Tabella	  2:	  Valori	  entro	  le	  colonne	  con	  le	  lettere	  dell’alfabeto	  sono	  significativamente	  differenti	  A≠B	  (P	  <	  0,05).	  	   Nella	  tabella	  3	  si	  può	  osservare	  l’ovulazione	  dopo	  10,	  20,	  30,	  40	  e	  40	  giorni	  dopo	  l’evidenza	  di	  un	  follicolo	  pari	  o	  maggiore	  di	  25	  mm	  nelle	  cavalle	  dei	  gruppi	  S1	  eC1.	  	  Distribuzione	  delle	  seguenti	  ovulazioni	  all’evidenza	  del	  primo	  follicolo	  ≥	  25	  mm	  di	  diametro	  nei	  dure	  gruppi	  	  	   Ovulazione	  
entro	  10	  giorni	  
Ovulazione	  
entro	  20	  giorni	   Ovulazione	  entro	  30	  giorni	   Ovulazione	  oltre	  40	  giorni	  
Gruppo	  S1	   5/26	  (19%)	   12/26	  (46%)	   22/26A	  (85%)	   4/26A	  (16%)	  
Gruppo	  C1	   3/15	  (20%)	   4/15	  (27%)	   6/15B	  (37%)	   9/15B	  (60%)	  	  
Tabella	  3:	  Valori	  entro	  le	  colonne	  con	  le	  lettere	  dell’alfabeto	  sono	  significativamente	  differenti	  A≠B	  (P	  <	  0,05).	  	   L’edema	  uterino	  di	  grado	  2,	  apparse	  in	  una	  media	  di	  7	  e	  17	  giorni	  dopo	  l’evidenza	  di	  un	  follicolo	  di	  25	  mm	  o	  più	  di	  diametro,	  in	  entrambi	  i	  gruppi.	  In	  molti	  studi,	  il	  trattamento	  con	  dopamino	  antagonisti	  è	  stato	  iniziato	  ad	  un	  tempo	  fissato	  tra	  il	  15	  di	  Gennaio	  e	  il	  3	  di	  Febbraio	  indipendentemente	  dalla	  popolazione	  follicolare	  della	  singola	  cavalla	  in	  anestro.	  Al	  contrario,	  in	  questo	  studio,	  il	  trattamento	  è	  iniziato	  senza	  pianificare	  una	  data,	  ma	  all’evidenza	  del	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primo	  follicolo	  con	  un	  diametro	  maggiore	  o	  uguale	  a	  25	  mm,	  che	  è	  comunemente	  preso	  come	  indicatore	  di	  valutazione	  in	  fase	  di	  transizione	  dall’anestro	  invernale	  alla	  stagione	  di	  riproduzione	  (Nagy	  et	  al.,	  2000).	  Un	  motivo	  della	  grande	  differenza	  statistica	  tra	  i	  due	  gruppi	  nell’evidenza	  di	  follicoli	  di	  grandi	  dimensioni,	  potrebbe	  essere	  la	  grande	  variabilità	  del	  giorno	  di	  inizio	  del	  trattamento	  all’interno	  dei	  gruppi	  stessi.	  Considerando,	  invece,	  il	  tempo	  necessario	  dall’inizio	  del	  trattamento	  (con	  follicoli	  maggiori	  o	  pari	  a	  25	  mm),	  questo	  risultò	  in	  un’anticipazione	  significante	  sia	  dello	  sviluppo	  del	  follicolo	  che	  della	  prima	  ovulazione,	  comparato	  con	  il	  gruppo	  C1,	  con	  una	  netta	  divisione	  tra	  le	  cavalle	  ovulanti	  entro	  30	  giorni	  (85%)	  e	  quelle	  ovulanti	  oltre	  i	  40	  giorni	  (15%)	  dal	  giorno	  in	  cui	  iniziò	  il	  trattamento.	  L’intervallo	  tra	  l’inizio	  del	  trattamento	  e	  l’ovulazione	  è	  simile	  a	  quanto	  riportato	  per	  le	  cavalle	  sottoposte	  a	  fotoperiodo	  artificiale	  (Daels	  et	  al.,	  2000;	  Duchamp	  and	  Daels,	  2002),	  più	  breve	  per	  quelle	  in	  anestro	  profondo	  alloggiate	  al	  chiuso	  o	  all’aperto	  (Besognet	  et	  al.,	  1996;	  Besognet	  et	  al.,	  1997;	  Brendemuehl	  and	  Cross,	  2000;	  Mari	  et	  al.,	  2009).	  Probabilmente	  questa	  osservazione	  suggerì	  che	  sia	  le	  cavalle	  sottoposte	  ad	  una	  fotostimolazione	  e	  sia	  	  quelle	  con	  25	  mm	  di	  diametro	  follicolare	  furono	  in	  fase	  di	  transizione	  all’inizio	  del	  trattamento	  con	  sulpiride	  e	  perciò	  più	  sensibili	  all’azione	  dei	  dopamino	  antagonisti.	  La	  sulpiride	  accelerò	  significativamente	  l’evidenza	  ecografica	  di	  un	  utero	  da	  estro.	  Questo	  fatto	  può	  essere	  sfruttato	  nella	  pratica,	  soprattutto	  in	  casi	  di	  riceventi	  acicliche	  per	  programmi	  di	  embryo	  o	  oocyte	  trasfer,	  nelle	  quali	  la	  presenza	  di	  edema	  uterino	  tipico	  da	  estro	  può	  evitare	  un	  trattamento	  con	  estrogeni,	  che	  non	  è	  consentito	  in	  Europa	  (Carnevale	  et	  al.,	  2005;	  Panzani	  et	  al.,	  2009).	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Parte Sperimentale 
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Capitolo	  5:	  Lavoro	  sperimentale	  
	  
	  
5.1. Scopo	  del	  lavoro	  
	  Questo	  studio	  ha	  come	  obiettivo	  la	  valutazione	  della	  farmacocinetica	  della	  sulpiride	  (Championyl®)	  nella	  specie	  equina,	  dopo	  somministrazione:	  orale,	  intramuscolo	  ed	  endovena,	  di	  una	  singola	  dose	  di	  1	  mg/kg.	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5.2. Materiali	  e	  metodi	  	  
5.2.1.	  Studio	  animale	  
	   Lo	  studio	  animale	  è	  stato	  condotto	  presso	  il	  Dipartimento	  di	  Scienze	  Veterinarie	  a	  San	  Piero	  a	  Grado,	  Università	  di	  Pisa,	  nell’anno	  2012.	  Si	  è	  fatto	  uso	  di	  6	  cavalle	  di	  razza	  Trottatore	  Italiano,	  tenute	  in	  paddocks	  con	  fotoperiodo	  naturale,	  alimentate	  con	  fieno	  e	  acqua	  ad	  libitum	  e	  cereali	  fioccati	  (Equifioc)	  due	  volte	  al	  giorno	  mattina	  e	  sera.	  Le	  cavalle	  avevano	  un’età	  media	  di	  9	  ±	  1,54	  di	  anni,	  un	  peso	  corporeo	  medio	  di	  485,6	  ±	  45,9	  kg,	  un	  body	  condition	  score	  medio	  di	  5,6	  ±	  1,3.	  Il	  protocollo	  animale	  è	  stato	  basato	  sulla	  teoria	  del	  quadrato	  latino	  3X3	  (tabella	  4),	  tramite	  il	  quale	  le	  6	  cavalle	  utilizzate	  sono	  state	  suddivise	  in	  3	  gruppi	  (n=2)	  in	  maniera	  del	  tutto	  casuale,	  per	  poter	  ridurre	  al	  minimo	  gli	  errori	  derivanti	  da	  fattori	  esterni	  alla	  sperimentazione	  stessa.	  Fra	  i	  periodi	  dello	  studio,	  è	  stato	  fatto	  trascorrere	  un	  tempo	  minimo	  di	  una	  settimana	  (wash-­‐out).	  	  
	  
	  
Gruppi	  
Periodo	  1	   Periodo	  2	   Periodo	  3	  
IV	   PO	   IM	  
IM	   IV	   PO	  
PO	   IM	   IV	  
Tabella	  4:	  Suddivisione	  delle	  cavalle	  secondo	  il	  modello	  del	  quadrato	  latino	  3X3	  	   La	  prima	  sperimentazione	  ha	  avuto	  luogo	  il	  13	  Marzo	  del	  2012,	  nel	  momento	  in	  cui	  alle	  cavalle	  è	  stata	  accertata	  l’entrata	  nella	  fase	  di	  transizione	  primaverile.	  Le	  6	  cavalle	  sono	  state	  condotte	  nella	  sala	  visite	  di	  ginecologia	  nella	  quale	  sono	  installati	  dei	  travagli,	  grazie	  ai	  quali	  le	  cavalle	  sono	  legate	  ai	  due	  venti	  con	  dei	  moschettoni	  e	  posteriormente	  mediante	  dei	  cancelli	  (figura	  6).	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Figura	  6:	  Cavalla	  legata	  ai	  due	  venti	  in	  uno	  dei	  travagli	  della	  sala	  ginecologia.	  	   In	  seguito	  è	  stata	  compiuta	  una	  tricotomia	  della	  regione	  ventro-­‐laterale	  del	  collo	  a	  livello	  della	  vena	  giugulare	  con	  tosatrice	  elettrica	  (Figura	  7).	  Per	  garantire	  la	  disinfezione	  e	  sterilità	  della	  parte,	  si	  è	  ricorso	  all’utilizzo	  di	  guanti	  e	  materiale	  sterile,	  con	  preparazione	  del	  campo	  applicando	  per	  3	  volte	  in	  maniera	  alternata	  prima	  alcool	  e	  poi	  povidone	  ioduro	  (Betadine®).	  	  
	  
Figura	  7:	  Esecuzione	  della	  tricotomia.	  	   Successivamente,	  è	  stato	  inserito	  un	  catetere	  venoso	  rigido	  (Terumo®	  arancione	  14	  G)	  dall’alto	  verso	  il	  basso	  formando	  un	  angolo	  di	  30-­‐40°	  e	  facendolo	  avanzare	  fino	  ad	  essere	  all’interno	  della	  vena.	  Il	  corretto	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posizionamento	  è	  stato	  accertato	  dalla	  fuoriuscita	  di	  sangue.	  La	  punta	  del	  mandrino	  è	  stata	  poi	  fatta	  rientrare	  all’interno	  del	  catetere	  e	  si	  è	  completato	  l’inserimento.	  Una	  volta	  inserito	  completamente,	  è	  stato	  rimosso	  il	  mandrino	  e	  con	  un	  tappino	  perforabile,	  è	  stata	  chiusa	  la	  parte	  del	  catetere	  a	  contatto	  con	  l’esterno	  (per	  evitare	  l’ingresso	  di	  agenti	  contaminanti).	  Quest’ultima	  è	  stata	  fissata	  alla	  cute	  con	  dei	  punti	  semplici	  e	  protetta	  con	  delle	  bende	  (Figura	  8).	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Figura	  8:	  Inserimento	  e	  fissaggio	  alla	  cute	  del	  cataetere	  venoso	  	   Alle	  cavalle	  sono	  stati	  fatti	  dei	  prelievi	  di	  sangue	  per	  accertarne	  lo	  stato	  di	  salute.	  Sono	  state	  monitorate	  giornalmente	  mediante	  ecografia	  transrettale,	  con	  ecografo	  Aloka	  500	  e	  sonda	  lineare	  6-­‐8	  MHz,	  fino	  all’osservazione	  di	  cambiamenti	  dello	  stato	  dell’utero	  (da	  anestro	  a	  calore),	  ovulazione	  di	  uno	  o	  più	  follicoli	  e	  se	  c’è	  stata	  o	  meno	  risposta.	  	  	  
5.2.2.	  Trattamento	  farmacologico	  
	   Nel	  Periodo	  1,	  Due	  cavalle	  hanno	  ricevuto	  il	  farmaco	  per	  via	  IV	  ad	  1	  mg/kg.	  L’iniezione	  è	  stata	  fatta	  direttamente	  nel	  catetere	  (Championyl®	  in	  fiale	  da	  2	  ml/100).	  Due	  cavalle	  hanno	  ricevuto	  il	  farmaco	  per	  via	  IM,	  l’iniezione	  è	  stata	  fatta	  nel	  muscolo	  del	  collo,	  nel	  trapezio,	  con	  la	  stessa	  formulazione	  e	  dosaggio	  dell’IV.	  Due	  cavalle,	  tenute	  a	  digiuno	  per	  12	  ore,	  hanno	  ricevuto	  il	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farmaco	  PO,	  è	  stato	  somministrato	  in	  forma	  farmaceutica	  di	  compresse	  Championyl®	  (200	  mg/cps)	  alla	  dose	  di	  1	  mg/kg.	  E’	  stata	  impiegata	  una	  sonda	  naso-­‐gastrica	  (Figura	  9)	  eseguendo	  la	  seguente	  tecnica:	  	  
• La	  parte	  terminale	  della	  sonda	  è	  stata	  lubrificata	  con	  del	  gel	  per	  facilitare	  il	  suo	  ingresso	  dalla	  coana	  e	  per	  non	  avere	  attrito	  durante	  il	  suo	  passaggio	  nel	  meato	  ventrale	  della	  narice.	  
• Arrivati	  in	  posizione	  di	  faringe-­‐laringe	  le	  cavalle	  a	  causa	  delle	  deglutizioni	  a	  vuoto,	  per	  far	  progredire	  la	  sonda,	  è	  stato	  necessario	  far	  piegare	  la	  testa	  delle	  cavalle	  ventralmente	  (incappucciamento)	  in	  modo	  che	  l’apertura	  faringea	  dell’esofago	  fosse	  esposta.	  
• Sono	  stati	  eseguiti	  dei	  movimenti	  di	  andirivieni	  della	  sonda	  per	  poter	  stimolare	  la	  deglutizione	  e	  con	  essa	  il	  passaggio	  della	  sonda	  in	  esofago.	  
• E’	  stato	  possibile	  apprezzarne	  il	  corretto	  posizionamento	  e	  l’entrata	  in	  esofago	  per:	  aumentata	  resistenza,	  passaggio	  visibile	  a	  livello	  del	  solco	  giugulare	  sx	  verso	  l’entrata	  del	  petto.	  
• L’ingresso	  nello	  stomaco	  è	  stato	  percepito:	  dall’odore	  acido	  che	  fuoriesce	  dalla	  sonda	  stessa,	  dai	  crepitii,	  insufflando	  la	  sonda	  c’è	  una	  resistenza	  che	  non	  si	  ha	  se	  la	  sonda	  dovesse	  essere	  in	  trachea.	  
• Sono	  state	  somministrate	  le	  compresse	  di	  Championyl®.	  
• Dopo	  la	  somministrazione	  del	  farmaco,	  il	  tubo	  naso	  gastrico	  è	  stato	  sciacquato	  con	  300	  ml	  di	  acqua	  distillata	  per	  accertare	  il	  completo	  arrivo	  del	  farmaco	  dello	  stomaco.
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Fig.9:	  Sonda	  naso-­‐gastrica,	  pompa,	  secchio	  	  Trascorsa	  una	  settimana	  dalla	  conclusione	  del	  periodo	  1,	  i	  gruppi	  sono	  stati	  ruotati	  ed	  è	  stato	  intrapreso	  il	  periodo	  2.	  Passata	  una	  settimana	  dalla	  conclusione	  del	  periodo	  2,	  è	  stato	  condotto	  il	  periodo	  3	  (Tabella	  1).	  Durante	  quest’ultimo	  periodo,	  una	  cavalla	  del	  gruppo	  PO	  è	  dovuta	  uscire	  dal	  protocollo.	  Infatti	  	  in	  seguito	  ad	  un	  infortunio	  durante	  il	  periodo	  di	  wash-­‐out,	  è	  stata	  sottoposta	  ad	  una	  terapia	  antinfiammatoria	  e	  non	  ha	  rispettato	  i	  criteri	  di	  inclusione	  dello	  studio.	  Al	  termine	  dello	  studio	  6	  cavalle	  hanno	  ricevuto	  il	  trattamento	  IV,	  6	  cavalle	  il	  trattamento	  IM	  e	  5	  cavalle	  il	  trattamento	  PO.	  	  Prima	  della	  somministrazione	  del	  farmaco,	  è	  stato	  eseguito	  un	  prelievo	  di	  sangue	  a	  tempo	  0,	  in	  seguito	  a	  questa,	  sono	  stati	  effettuati	  prelievi	  a:	  5-­‐15-­‐30-­‐45	  minuti	  e	  1-­‐1,5-­‐2-­‐4-­‐6-­‐8-­‐10-­‐24	  e	  34	  ore,	  con	  una	  siringa	  da	  5	  ml	  con	  ago	  grigio.	  Fra	  un	  prelievo	  e	  l’altro	  c’è	  stata	  la	  necessità	  di	  ricorrere	  a	  dei	  piccoli	  lavaggi	  (flush)	  a	  base	  di	  eparina	  sodica	  10	  UI/ml	  (Epsodilave®)	  in	  soluzione	  fisiologica	  (NaCl	  0,9%),	  per	  prevenire	  o	  eliminare	  dei	  coaguli	  all’interno	  della	  cannula	  che	  possano	  determinarne	  l’occlusione.	  Del	  sangue	  prelevato,	  i	  primi	  0,5	  ml	  sono	  stati	  eliminati,	  i	  restanti	  sono	  stati	  messi	  all’interno	  di	  provette	  eparinate.	  Il	  sangue	  ottenuto	  da	  tutti	  e	  3	  i	  periodi,	  è	  stato	  subito	  portato	  in	  laboratorio	  e	  centrifugato	  per	  5	  minuti	  ad	  una	  velocità	  di	  2000xg,	  in	  modo	  da	  separare	  la	  parte	  corpuscolata	  del	  sangue	  dal	  plasma.	  Quest’ultimo	  è	  stato	  prelevato	  immediatamente	  e	  conservato	  in	  provette	  con	  tappo	  a	  vite	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per	  poi	  essere	  riposto	  in	  congelatore	  e	  conservato	  ad	  una	  temperatura	  di	  -­‐20°C.	  	  	  
5.2.3.	  Metodica	  analitica	  
	   Le	  sostanze	  chimiche	  impiegate	  sono	  state:	  sulpiride	  pura	  in	  polvere	  (>	  99%	  purezza)	  e	  metoclopramide	  (standard	  interno),	  provenienti	  da	  Sigma-­‐Aldrich.	  	  Per	  l’analisi	  in	  HPLC	  sono	  stati	  impiegati:	  acetronitrile,	  etilacetato,	  metanolo	  e	  diclorometano,	  acquistati	  da	  Merck	  (grado	  HPLC).	  Per	  la	  valutazione	  analitica	  sono	  stati	  utilizzati:	  idrossido	  di	  sodio,	  acido	  acetico	  e	  ammonio	  acetato,	  acquistati	  da	  Carlo	  Erba.	  	  L’acqua	  distillata	  è	  stata	  prodotta	  da	  un	  sistema	  a	  filtrazione	  Milli-­‐Q	  Millipore	  Water.	  	  Gli	  altri	  materiali	  e	  reagenti	  sono	  stati	  acquistati	  da	  comuni	  fonti	  commerciali.	  Gli	  elementi	  acquosi	  e	  organici	  della	  fase	  mobile,	  sono	  stati	  degassati	  sotto	  pressione	  e	  miscelati	  dall’HPLC.	  Questi	  sono	  stati	  filtrati	  attraverso	  membrane	  di	  cellulosa	  acetato	  con	  dei	  pori	  di	  0,2	  μm	  (Sartorius	  Stedim	  Biotech)	  con	  un	  impianto	  di	  filtrazione	  a	  vuoto.	  	  
5.2.4.	  Preparazione	  delle	  soluzioni	  
	   E’	  stata	  possibile	  realizzarla	  tramite	  diversi	  step	  di	  diluizione:	  	  1. Sono	  state	  preparate	  due	  singole	  soluzioni	  di	  sulpiride	  e	  di	  standard	  interno	  (metoclopramide)	  in	  metanolo,	  a	  concentrazioni	  di	  1,000	  μg/mL	  in	  matracci,	  conservate	  a	  -­‐20°C.	  2. Sono	  state	  realizzate	  delle	  diluizioni	  seriali	  per	  raggiungere	  la	  concentrazione	  finale	  di	  100	  μg/ml.	  	  3. Infine,	  per	  raggiungere	  le	  concentrazioni	  da	  10,	  5,	  1	  μg/ml,	  le	  soluzioni	  di	  entrambe	  le	  sostanze	  sono	  state	  diluite	  in	  provette	  di	  vetro	  (10	  ml)	  e	  conservate	  a	  -­‐20°C.	  4. Quest’ultima	  concentrazione	  di	  1	  μg/ml	  è	  stata	  diluita	  con	  metanolo	  per	  preparare	  i	  5	  punti	  di	  calibrazione	  della	  curva	  degli	  analiti	  alle	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concentrazioni	  di:	  0,200	  –	  0,100	  –	  0,050	  –	  0,025	  –	  0,010	  –	  0,001	  μg/ml.	  	  	  
5.2.5.	  Strumentazioni	  e	  condizioni	  cromatografiche	  	   I	  dati	  sono	  stati	  processati	  dal	  software	  Borwin.	  L’analisi	  della	  separazione	  cromatografica	  è	  stata	  eseguita	  attraverso	  una	  colonna	  analitica	  Luna	  C18	  ODS2	  con	  diametro	  interno	  di	  150	  x	  4,6	  mm	  e	  le	  dimensioni	  delle	  particelle	  di	  5	  μm	  mantenuta	  a	  25°C.	  La	  fase	  mobile	  è	  stata	  acetonitrile:tampone	  (10	  mM	  di	  ammonio	  acetato,	  a	  pH	  5.2	  con	  acido	  acetico)	  15:85,	  v:v	  %	  ad	  un	  flusso	  di	  1,2	  ml/min.	  La	  lunghezza	  d’onda	  dell’emissione	  ed	  eccitazione	  sono	  state	  rispettivamente	  300	  e	  356	  nm.	  50	  μl	  di	  campione	  sono	  stati	  iniettati	  nell’HPLC.	  Da	  questi	  sono	  stati	  ricavati	  i	  corrispondenti	  cromatogrammi,	  e	  a	  loro	  volta	  sono	  state	  ricavate	  le	  aree	  dei	  picchi	  e	  le	  concentrazioni	  dell’analita.	  	  
5.2.6.	  Estrazione	  della	  sulpiride	  
	   Per	  l’estrazione	  della	  sulpiride	  dal	  campione,	  il	  procedimento	  eseguito	  è	  stato	  il	  seguente:	  	  
• Sono	  stati	  addizionati	  100	  μl	  di	  una	  soluzione	  di	  standard	  interno	  0,25	  μg/ml	  (scelto	  per	  la	  sua	  affinità	  strutturale,	  chimico-­‐fisiche	  e	  di	  solubilità	  nei	  confronti	  della	  sulpiride)	  per	  ogni	  campione	  in	  tubi	  con	  tappo	  a	  vite	  (10	  ml)	  ai	  quali	  è	  stato	  introdotto	  1	  ml	  di	  plasma	  equino	  e	  vortexati	  per	  30	  sec.	  	  
• In	  seguito,	  alla	  miscela	  è	  stato	  introdotto	  0,1	  ml	  di	  idrossido	  di	  sodio	  (1	  M)	  e	  nuovamente	  vortexata	  per	  30	  secondi.	  
• E’	  stata	  inserita	  un’aliquota	  di	  6	  ml	  di	  etilacetato	  e	  diclorometano	  con	  un	  rapporto	  di	  5:1	  v:v	  e	  vortexati	  per	  altri	  30	  sec.	  	  
• La	  miscela	  finale	  ottenuta	  è	  stata	  agitata	  per	  10	  minuti	  a	  60	  oscillazioni/minuto	  e	  in	  seguito	  centrifugata	  a	  2000xg	  per	  10	  minuti.	  
• Il	  supernatante	  ricavato	  è	  stato	  raccolto	  in	  una	  provetta	  pulita	  e	  la	  fase	  organica	  è	  stata	  lasciata	  evaporare	  con	  flusso	  di	  azoto	  a	  bagnomaria	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ad	  una	  temperatura	  di	  40°C.	  Una	  volta	  a	  secco	  è	  stata	  aggiunta	  un’aliquota	  di	  0,2	  ml	  di	  fase	  mobile	  per	  ripendere	  il	  campione,	  ed	  iniettato	  nel	  loop	  (50	  μl).	  	  
5.2.7.	  Quantificazione	  
	   La	  curva	  di	  calibrazione	  dell’area	  della	  sulpiride	  contro	  la	  concentrazione	  (ηg	  /ml)	  è	  stata	  graficata.	  Le	  concentrazioni	  dei	  campioni	  sono	  state	  determinate	  da	  una	  regressione	  lineare,	  ricorrendo	  alla	  seguente	  formula:	  	   Y	  =	  mX	  +	  b	  	   Y=	  picco	  dell’area;	  X=	  concentrazioni	  delle	  molecole	  in	  ηg/ml;	  	  m=	  pendenza	  della	  curva;	  	  b=	  l’intercetta	  sull’asse	  delle	  y;	  	  Il	  coefficiente	  di	  correlazione	  è	  risultato	  superiore	  di	  0,99	  .	  Prima	  di	  analizzare	  i	  campioni	  di	  cavalli,	  i	  campioni	  sia	  di	  controllo	  che	  con	  aggiunta	  di	  farmaco,	  sono	  stati	  processati	  per	  il	  controllo	  di	  qualità.	  Il	  limite	  di	  rilevazione	  (LOD)	  è	  stato	  di	  5	  ng/ml	  e	  di	  quantificazione	  (LOQ)	  di	  1	  ng/ml.	  	  I	  valori	  di	  precisione	  per	  la	  sulpiride	  sono	  stati	  inferiori	  o	  uguali	  a	  6,8	  (CV%),	  mentre	  l’accuratezza	  è	  stata	  inferiore	  del	  5,1%.	  	  
5.2.8.	  Analisi	  farmacocinetica	  
	   I	  calcoli	  farmacocinetici	  sono	  stati	  eseguiti	  ricorrendo	  all’uso	  del	  programma	  WinNonLin	  ver	  5.3.	  e	  sono	  stati	  analizzati	  secondo	  i	  modelli	  bi	  o	  tricompartimentali.	  Il	  criterio	  di	  Akaike	  è	  stato	  scelto	  come	  parametro	  per	  selezionare	  il	  modello	  cinetico	  migliore.	  I	  parametri	  farmacocinetici	  ci	  hanno	  fornito	  la	  concentrazione	  massima	  (Cmax)	  della	  sulpiride	  nel	  plasma	  e	  il	  tempo	  necessario	  per	  raggiungere	  questa	  (Tmax).	  L’area	  sotto	  la	  curva	  (AUC0-­‐∞),	  ovverosia	  la	  quantità	  di	  farmaco	  presente	  nel	  flusso	  ematico	  dopo	  somministrazione,	  è	  stata	  calcolata	  ricorrendo	  all’uso	  della	  regola	  lineare	  trapezoidale.	  La	  biodisponibilità	  (F%)	  IM	  o	  PO	  è	  stata	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calcolata	  dal	  rapporto	  dell’area	  sotto	  la	  curva	  della	  concentrazione	  della	  sulpiride	  nel	  plasma	  dopo	  somministrazione	  IM	  e	  PO	  /	  l’AUCIV,	  indicizzato	  per	  le	  loro	  rispettive	  dosi:	  	   F(%)	  =	  (AUC	  IM	  or	  PO	  X	  Dose	  IV)	  /	  (AUC	  IV	  X	  Dose	  IM	  or	  PO)	  X	  100	  	  I	  parametri	  farmacocinetici	  completi	  sono	  riportati	  nella	  tabella	  5.	  	  
5.2.9.	  Analisi	  statistiche	  
	   Per	  effettuare	  i	  confronti	  tra	  i	  trattamenti,	  i	  parametri	  sono	  stati	  dapprima	  testati	  per	  una	  normale	  distribuzione	  (Shapiro-­‐Wilk)	  e	  differente	  omogeneità.	  In	  seguito,	  l’analisi	  statistica	  è	  stata	  condotta	  attraverso	  l’ANOVA	  a	  due	  vie,	  secondo	  il	  modello	  del	  quadrato	  latino	  3X3.	  	  	  
5.3. Risultati	  	  Nel	  trattamento	  la	  somministrazione	  di	  1	  mg/kg	  della	  sulpiride	  è	  stata	  ben	  tollerata	  e	  non	  si	  sono	  osservati	  effetti	  collaterali	  oggettivi.	  Questa	  dose	  è	  stata	  scelta	  sulla	  base	  di	  recenti	  studi,	  quali:	  Mari	  et	  al.	  (2009)	  e	  Panzani	  et	  al.	  (2011).	  Questi	  hanno	  dimostrato	  l’efficacia	  della	  sulpiride	  nel	  favorire	  la	  ripresa	  della	  ciclicità	  durante	  il	  periodo	  di	  transizione	  delle	  cavalle	  se	  somministrata	  giornalmente	  per	  un	  periodo	  di	  21	  giorni	  alla	  dose	  di	  1	  mg/kg.	  Nella	  figura	  10	  (A-­‐F),	  è	  possibile	  osservare	  l’andamento	  delle	  curve	  concentrazione-­‐tempo	  della	  sulpiride	  nel	  plasma	  dopo	  somministrazione	  di	  singola	  dose	  a	  1	  mg/kg	  per	  via	  IV,	  IM	  e	  PO.	  E’	  possibile	  raffrontare	  una	  sovrapposizione	  quasi	  totale	  della	  via	  IM	  a	  quella	  IV.	  La	  fase	  di	  assorbimento	  della	  somministrazione	  IM	  è	  quasi	  immediata	  e	  a	  circa	  1,5	  ore	  nella	  fase	  di	  eliminazione	  presenta	  un	  picco	  anomalo	  in	  due	  cavalle.	  La	  somministrazione	  PO	  ha	  delle	  concentrazioni	  plasmatiche	  nettamente	  inferiori	  rispetto	  all’IM	  e	  IV	  con	  tempi	  di	  assorbimento	  maggiori,	  ma	  simile	  profilo	  di	  eliminazione.	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Cavalla	  A	   	  
Cavalla	  B 	  	  
Cavalla	  C	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Cavalla	  D	   	  
Cavalla	  E	   	  
Cavalla	  F	   	  
	  
Fig	  10	  (A-­‐F)	  Osservazione	  delle	  singole	  concentrazioni	  della	  sulpiride	  nel	  plasma	  verso	  le	  curve	  concentrazione-­‐tempo	  dopo	  somministrazione	  di	  singola	  dose	  di	  sulpiride	  ad	  1	  mg/kg	  per	  via	  IV	  (-­‐! -­‐)	  IM	  (-­‐" -­‐)	  e	  PO	  (-­‐! -­‐)	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! Somministrazione	  IV,	  tutte	  le	  curve	  tempo-­‐concentrazione	  sono	  state	  analizzate	  sistematicamente	  utilizzando	  l’analisi	  dei	  minimi	  quadrati	  in	  accordo	  al	  modello	  bi	  o	  tricompartimentale.	  Non	  è	  stata	  possibile	  l’applicazione	  di	  quest’ultimo	  modello	  in	  4	  dei	  6	  casi.	  In	  tutti	  gli	  altri	  casi	  il	  modello	  bicompartimentale	  è	  risultato	  il	  migliore.	  La	  sulpiride	  è	  rilevabile	  fino	  a	  24	  ore	  ed	  è	  scesa	  a	  34	  ore	  sotto	  il	  limite	  di	  quantificazione	  del	  metodo	  in	  tutti	  i	  cavalli.	  
	  
! Somministrazione	  IM,	  come	  per	  la	  somministrazione	  IV,	  i	  dati	  sono	  in	  accordo	  col	  modello	  bicompartimentale.	  La	  sulpiride	  ha	  mostrato	  una	  grande	  differenza	  interindividuale	  nella	  Cmax	  e	  nella	  velocità	  di	  assorbimento.	  Inoltre,	  altri	  parametri	  come:	  AUC(0-­‐∞),	  CL	  e	  VD	  sono	  stati	  	  largamente	  variabili	  tra	  i	  soggetti.	  Come	  per	  la	  somministrazione	  IV,	  la	  concentrazione	  plasmatica	  della	  sulpiride	  è	  stata	  quantificata	  da	  5	  minuti	  alle	  24	  ore.	  La	  concentrazione	  plasmatica	  di	  sulpiride	  durante	  la	  fase	  di	  eliminazione	  risulta	  leggermente	  superiore	  nella	  somministrazione	  IM	  piuttosto	  che	  nella	  IV.	  Da	  ciò	  emerge	  una	  biodisponibilità	  (F%)	  di	  118,0	  ±	  23,5	  %	  per	  la	  somministrazione	  IM.	  Questa	  differenza	  è	  dovuta	  all’ampia	  variabilità	  riscontrata	  nello	  studio.	  Le	  somministrazioni	  IV	  e	  IM	  sono	  similari	  in	  termini	  di	  concentrazioni	  plasmatiche.	  	  
! Somministrazione	  PO,	  come	  per	  le	  altre	  somministrazioni,	  è	  stato	  impiegato	  un	  modello	  bicompartimentale.	  Le	  concentrazioni	  della	  sulpiride	  nel	  plasma,	  sono	  state	  rilevate	  dai	  15-­‐30	  minuti	  alle	  12-­‐24	  ore	  e	  sono	  risultate	  significativamente	  più	  basse	  rispetto	  alle	  concentrazioni	  corrispondenti	  delle	  altre	  vie.	  Nella	  cavalla	  C,	  la	  curva	  concentrazione-­‐tempo	  ha	  un	  trend	  leggermente	  differente	  dalle	  altre	  cavalle,	  in	  cui	  la	  concentrazione	  plasmatica	  non	  è	  risultata	  quantificabile	  dopo	  le	  12	  ore,	  a	  differenza	  delle	  altre	  cavalle	  dove	  le	  concentrazioni	  del	  farmaco	  si	  sono	  rilevate	  fino	  alle	  24	  ore	  dalla	  somministrazione.	  Inoltre,	  l’assorbimento	  del	  farmaco	  PO	  è	  lento,	  mostrando	  un	  Tmax	  di	  1,88	  hr.	  L’AUC0-­‐∞	  è	  risultata	  bassa	  e	  di	  conseguenza	  la	  biodisponibilità	  PO	  è	  stata	  di	  20,4	  ±	  6,7	  %.	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I	  parametri	  farmacocinetici	  completi	  medi,	  calcolati	  dopo	  le	  tre	  vie	  di	  somministrazione	  nelle	  cavalle,	  sono	  riportati	  in	  tabella	  5.	  	  
Tabella	  5	  Valori	  medi	  dei	  parametri	  farmacocinetici	  della	  sulpiride	  dopo	  somministrazione	  IV,	  IM	  e	  PO	  alla	  dose	  di	  1	  mg/kg	  nelle	  cavalle.	  IV	  e	  IM	  n=6;	  PO	  n=5	  
Parametri	   IV	   IM	   PO	  AUCO-­‐∞	  	  (mg	  hr/L)	   8,020±1,512	   9,545±2,256	   1,785ab±856	  Cl	  (ml/hr/kg)	   58,2±14,5	   71,7±57,8	   165ab±66	  Cmax	  (mg/ml)	   	   1,497±1,199	   238b±81	  F%	   	   118±23,5	   20,4b±6,7	  HL	  abs	  (hr)	   	   0,09±0,03	   1,02b±0,23	  HL-­‐α	  (hr)	   0,38±0,16	   0,82±0,73	   1,03a±0,25	  HL-­‐β	  (hr)	   7±0,8	   9,2±1,8	   6,9±1,5	  K01	  (1/hr)	   	   6,6±3	   0,91b±	  0,28	  K10	  (1/hr)	   0,78±0,3	   0,33a±0,11	   0,3a±0,2	  K12	  (1/hr)	   1,39±1,45	   0,75±0,53	   0,39a±0,14	  K21	  (1/hr)	   0,31±0,21	   0,27±0,23	   0,09±0,07	  MRT	  (hr)	   6,7±1,5	   9,7±1,8	   7±1,8	  R2	   0,963±0,017	   0,974±0,019	   0,938±0,024	  Tmax	  (hr)	   	   0,26±0,23	   1,88b±0,44	  VD	  (ml/kg)	   581±230	   952±706	   398±224	  AUCO-­‐∞	  area	  sotto	  la	  curva	  delle	  curve	  concentrazione	  tempo	  nel	  plasma;	  Cl	  clereance;	  Cmax	  concentrazione	  massima	  nel	  plasma;	  F%	  biodisponibilità;	  HL	  abs	  assorbimento	  dell’emivita;	  HL-­‐α	  distribuzione	  dell’emivta;	  HL-­‐β	  eliminazione	  emivita;	  K01	  costante	  	  di	  assorbimento;	  K10	  costante	  di	  eliminazione;	  K12	  costante	  di	  distribuzione	  nel	  tessuti	  periferici;	  K21	  costante	  di	  trasferimento	  dai	  tessuti	  al	  plasma;	  MRT	  tempo	  di	  residenza	  medio;	  R2	  	  coefficiente	  di	  correlazione;	  Tmax	  il	  tempo	  necessario	  a	  raggiungere	  la	  Cmax;	  VD	  volume	  di	  distribuzione.	  a	  significativamente	  differente	  dall’IV	  b	  significativamente	  differente	  dall’IM	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5.4. Discussione	  	   In	  medicina	  umana	  sono	  stati	  condotti	  diversi	  studi	  sulla	  farmacocinetica	  della	  sulpiride	  in	  seguito	  a	  somministrazione	  IV,	  IM	  e	  PO.	  Al	  contrario	  in	  medicina	  veterinaria	  nella	  specie	  equina	  (cavalla)	  non	  sono	  mai	  stati	  condotti.	  In	  questo	  studio	  le	  cavalle	  non	  hanno	  mostrato	  effetti	  collaterali,	  e	  ciò	  è	  in	  accordo	  sia	  con	  lo	  studio	  condotto	  nella	  specie	  umana	  da	  Mauri	  et	  al.	  (1996),	  in	  cui	  è	  stata	  riportata	  una	  buona	  tolleranza	  della	  sulpiride,	  sia	  con	  lo	  studio	  di	  Panzani	  et	  al.	  (2011)	  condotto	  nelle	  cavalle	  dopo	  21	  giorni	  di	  trattamento	  allo	  stesso	  dosaggio.	  	  Dato	  che	  è	  stato	  ipotizzato	  che	  la	  sulpiride	  probabilmente	  non	  si	  lega	  alle	  proteine	  plasmatiche	  (Alam	  et	  al.,	  1979)	  e	  che	  è	  filtrata	  a	  livello	  glomerulare	  (Bressolle	  et	  al.,	  1984),	  è	  consigliabile	  prestare	  particolare	  attenzione	  in	  quei	  soggetti	  che	  hanno	  problemi	  sulla	  funzionalità	  renale,	  in	  quanto	  presentano	  una	  riduzione	  della	  clereance	  renale	  rischiando	  un	  effetto	  cumulativo	  del	  farmaco	  (Bressolle	  et	  al.,	  1989).	  	  Nello	  studio	  di	  Bressolle	  et	  al.	  del	  1989,	  è	  stato	  appurato	  che	  la	  sulpiride	  non	  si	  lega	  ai	  globuli	  rossi,	  quindi	  può	  essere	  direttamente	  analizzata	  nel	  plasma	  per	  il	  monitoraggio	  del	  farmaco	  o	  per	  ottimizzare	  il	  regime	  del	  dosaggio.	  La	  fase	  di	  eliminazione	  dell’emivita	  non	  è	  statisticamente	  differente	  tra	  la	  via	  IV	  (7	  1/hr)	  e	  IM	  (9,2	  1/hr)	  in	  linea	  con	  precedenti	  studi	  nell’uomo	  (Wielsel	  et	  al.,	  1980;	  Brès	  and	  Bressolle,	  1991).	  La	  biodisponibilità	  della	  via	  IM	  è	  stata	  del	  118%,	  in	  quanto	  le	  cavalle	  D	  e	  E	  hanno	  mostrato	  una	  biodisponibilità	  del	  150%.	  Nelle	  loro	  curve	  tempo-­‐concentrazione,	  c’è	  stato	  un	  aumento	  delle	  concentrazioni	  plasmatiche	  con	  un	  secondo	  picco	  che	  avviene	  nella	  fase	  di	  eliminazione,	  aumentando	  in	  questo	  modo	  il	  valore	  della	  AUC(0-­‐∞).	  Purtroppo	  non	  sono	  state	  trovate	  delle	  indicazioni	  su	  questo	  secondo	  picco,	  quindi	  si	  presuppone	  che	  ciò	  sia	  riconducibile	  ad	  un	  artefatto	  analitico	  o	  a	  un	  fattore	  di	  interindividualità.	  Quindi	  questo	  picco	  potrebbe	  non	  avere	  un	  significato	  clinico.	  Dopo	  somministrazione	  PO,	  l’assorbimento	  della	  sulpiride	  è	  lento,	  con	  ampie	  differenze	  fra	  gli	  individui.	  La	  biodisponibilità	  PO	  è	  risultata	  bassa	  sia	  nell’uomo	  (35%)	  che	  nella	  specie	  equina	  (20,4%).	  La	  differenza	  di	  biodispodinilità	  tra	  le	  due	  specie,	  potrebbe	  essere	  riconducibile	  alle	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caratteristiche	  fisico-­‐chimiche	  della	  sulpiride,	  infatti	  è	  considerata	  una	  base	  debole	  presente	  in	  forma	  ionizzata	  nel	  pH	  gastrico	  e	  fisiologico,	  ed	  è	  mal	  assorbita	  soprattutto	  nella	  specie	  equina	  che	  ha	  un	  pH	  relativamente	  acido.	  Il	  digiuno	  di	  almeno	  12	  ore	  osservato	  nelle	  cavalle,	  si	  potrebbe	  ripercuotere	  negativamente	  sull’assorbimento	  del	  farmaco,	  riducendo	  drammaticamente	  il	  pH	  gastrico	  se	  confrontato	  con	  animali	  non	  tenuti	  a	  digiuno.	  	  I	  valori	  della	  clereance	  sono	  stati	  rispettivamente	  per	  la	  via	  IV	  e	  IM	  più	  bassi	  di	  quelli	  riportati	  nella	  specie	  umana	  (58,2	  e	  71,7	  vs	  109,5	  ml/hr/kg).	  Nello	  studio	  di	  Sugnaux	  e	  Benakis	  del	  1978,	  sono	  state	  riportate	  quattro	  maggiori	  reazioni	  metaboliche	  differenti	  per	  la	  sulpiride.	  Queste	  hanno	  un’importanza	  variabile	  a	  seconda	  delle	  specie	  animali	  investigate.	  Tuttavia	  il	  farmaco	  non	  metabolizzato	  sembra	  essere	  la	  via	  predominante	  in	  tutte	  le	  specie	  sperimentate.	  Secondo	  Brès	  and	  Bressolle	  questa	  forma	  è	  circa	  il	  90%	  dopo	  somministrazione	  IV	  (urine).	  Questo	  indica	  che	  non	  solo	  è	  possibile	  attribiure	  al	  fegato	  un	  ruolo	  limitato	  nel	  ridurre	  la	  biodisponibilità	  sistemica,	  ma	  che	  le	  proprietà	  farmacologiche	  della	  sulpiride	  possono	  essere	  attribuite	  essenzialmente	  all'inalterabilità	  del	  farmaco.	  	  	  Si	  può	  inoltre	  ipotizzare	  che	  la	  sulpiride	  non	  ha	  un	  accumulo	  significativo	  se	  somministrata	  alla	  dose	  di	  1	  mg/kg	  per	  diversi	  giorni	  di	  terapia.	  	  	  
5.5. Conclusioni	  
	  In	  questo	  studio	  le	  somministrazioni	  IM	  e	  IV	  hanno	  mostrato	  avere	  un	  profilo	  cinetico	  quasi	  sovrapponibile.	  	  Le	  differenze	  nella	  parte	  iniziale	  delle	  curve	  cinetiche	  sembrano	  avere	  un	  significato	  clinico	  trascurabile.	  Queste	  due	  vie	  sono	  da	  preferire	  alla	  via	  PO	  per	  la	  sua	  bassa	  biodisponibilità.	  	  Una	  singola	  somministrazione	  giornaliera	  ad	  1	  mg/kg	  viene	  spesso	  utilizzata	  nell’attività	  pratica.	  Anche	  se	  non	  si	  sino	  riscontrati	  effetti	  collaterali	  dopo	  somminstrazioni	  multiple	  giornaliere,	  una	  somministrazione	  a	  0,5	  mg/kg	  BID	  per	  3	  giorni	  sarebbe	  da	  preferire	  alla	  precedente	  per	  evitare	  i	  bruschi	  picchi	  delle	  concentrazioni	  di	  plasma	  dando	  a	  quest’ultimi	  una	  maggiore	  uniformità.	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